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1.  ВВЕДЕНИЕ 

1.1. Актуальность темы 

Глутатион (γ-глутамил-цистеинил-глицин, GSH) – одно из основных 

внутриклеточных низкомолекулярных тиолсодержащих соединений, 

синтезирующихся почти во всех эукариотических и некоторых 

прокариотических клетках. Этот трипептид является первым известным  

γ-глутамильным соединением, которое было обнаружено в дрожжевом 

экстракте в конце 19 века. После открытия GSH было найдено и 

охарактеризовано множество других γ-глутамильных соединений. К  

γ-глутамильным соединениям относят разнородную группу веществ, в 

которых остаток L-глутамата через γ-карбоксильную группу присоединен к 

акцептору. Акцепторами могут быть аминокислоты, короткие пептиды и 

другие соединения. Накопление информации о существовании такого рода 

соединений происходило в 1940-1970 годах и, как оказалось, они широко 

представлены в живых организмах и спектр их химического состава 

довольно разнообразен. Например, в 1949 году из листьев чая был выделен 

теанин (γ-глутамилэтиламид) (Sakato, 1949), содержание которого составляло 

50% всех свободных аминокислот растения (Vuong et al., 2011). В 1956 году 

из хрусталика глаз телят была выделена офтальмовая кислота  

(γ-глутамил-α-амино-n-бутирилглицин), содержание которой доходило до 20 

мг на 100 г хрусталика (Waley, 1956).  

В настоящее время к γ-глутамильным соединениям появился особо 

высокий интерес в связи с их участием во вкусовой рецепции. Оказалось, что 

многогранность вкусового восприятия многих продуктов питания (лук, сыр, 

чеснок, бобовые, вино и т. д.) зависит от содержания в них γ-глутамильных 

соединений, в том числе и пептидов. Такие соединения были названы 

«кокуми», что на японском языке означает «очень вкусный» (Ueda et al, 1990). 

Более того, в 2010 году было показано, что агонистами кальций-
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чувствительного рецептора человека СaCR являются 46 γ-глутамильных 

пептидов. Скрининг таких пептидов показал, что γ-глутамил-валил-глицин 

(γ-EVG) является потенциально интересным усилителем вкуса с сенсорной 

активностью в 12,8 раз выше, чем у GSH (Ohsu et al, 2010). 

В связи с этим, исследование путей образования γ-глутамильных 

пептидов, и, в частности, γ-EVG, представляется важной практической 

задачей. Использование Saccharomyces cerevisiae в качестве штамма-

продуцента выглядит перспективно, так как известно, что экстракт этих 

дрожжей широко используется в качестве вкусовой добавки в пищевой 

промышленности (Lin et al, 2012). Таким образом, создание продуцентов 

новых и эффективных γ-глутамильных пептидов со свойствами «кокуми» 

открывает возможности с одной стороны разнообразить рацион при диетах с 

ограниченным набором продуктов питания, с другой – уменьшить 

количество жиров и соли без значительной потери вкусовых свойств пищи.  

К настоящему времени про пути синтеза γ-глутамильных пептидов 

известно немного, но, имеющиеся данные позволяют заключить, что эти 

соединения образуются в живых тканях часто как побочные продукты 

биосинтеза GSH или как продукты его деградации. Таким образом, помимо 

описанного выше практического значения, изучение биосинтеза  

γ-глутамильных пептидов позволяет получить новую информацию о 

свойствах ферментов, участвующих в метаболизме GSH. 

1.2. Цели и задачи работы 

Целью настоящей работы являлось:  

1. Создание инструментария для многократной замены промоторов 

целевых генов для получения штаммов S. cerevisiae, не содержащих 

чужеродной ДНК. 

2. Определение путей образования γ-глутамильных пептидов в  

S. cerevisiae на примере дипептида γ-глутамил-валина (γ-EV) и трипептида  

γ-EVG. 
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Для достижения этих целей были поставлены следующие задачи: 

 Создать генетический инструментарий для замены промоторов 

целевых генов в S. cerevisiae, основанный на комбинировании 

гомологической рекомбинации и системы селекции-контрселекции.  

 Экспериментально подтвердить накопление γ-EVG и γ-EV в клетках  

S. cerevisiae. 

 Определить пути биосинтеза γ-EVG и γ-EV и транспорта γ-EVG внутрь 

клеток у S. cerevisiae.  

 Изучить возможности сверхсинтеза γ-EVG в S. cerevisiae. 

1.3. Научная новизна и практическая ценность работы 

В настоящей работе создан генно-инженерный инструментарий, 

позволяющий проводить многократную замену промоторов целевых генов с 

получением штаммов S. cerevisiae, не содержащих чужеродной ДНК. 

Результаты, полученные в данной работе, указывают на то, что синтез 

γ-EVG из различных предшественников может проходить в S. cerevisiae по 

двум механизмам: 1) синтетическому, в процессе которого задействованы 

ферменты синтеза GSH и 2) γ-глутамилтрансферазному, при переносе  

γ-глутамильной группы на валил-глицин (VG). 

Продемонстрировано, что за синтез γ-EVG из γ-EV отвечает ген GSH2, 

кодирующий глутатионсинтетазу (Gsh2), а предшественник γ-EV может 

образовываться двумя путями. За реализацию первого пути отвечает ген 

GSH1, кодирующий γ-глутамил-цистеин лигазу (Gsh1). За синтез γ-EV по 

второму пути отвечают гены DUG2 и DUG3, кодирующие комплекс белков 

(Dug2-Dug3)2, и/или ECM38, кодирующий γ-глутамилтрансферазу (Ecm38), 

которые способны перенести γ-глутамильную группу на L-валин.  

Получены данные, показывающие, что синтез γ-EVG из 

предшественника VG осуществляется в результате переноса γ-глутамильной 

группы комплексом белков (Dug2-Dug3).  
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Получены данные, показывающие, что GSH является донором  

γ-глутамильной группы при реализации γ-глутамилтрансферазного 

механизма образования γ-EV и γ-EVG. Показано, что сверхэкспрессия генов 

синтеза GSH, GSH1 и GSH2, приводит к увеличению синтеза γ-EVG.  

Установлено, что за деградацию VG отвечает ген DUG1, кодирующий 

белок Dug1, ранее аннотированный как дипептидаза, расщепляющая 

цистеинил-глицин (CG). 

Показано, что за импорт γ-EVG отвечает ген HGT1, кодирующий 

транспортер олигопептидов и GSH в S. cerevisiae, Hgt1. 

1.4. Положения, выносимые на защиту 

1. В данной работе создан генетический инструментарий, который 

позволяет конструировать штаммы S. cerevisiae с измененной экспрессией 

генов, не оставляя при этом в геноме чужеродной ДНК. 

2. В S. cerevisiae γ-EVG может образовываться двумя путями:  

1) посредством присоединения глицина к γ-EV Gsh2 и 2) в результате 

переноса γ-глутамильной группы GSH на VG комплексом (Dug2-Dug3)2. 

3. Дипептид γ-EV может образовываться двумя путями. При 

реализации первого пути, γ-глутамильная группа GSH может переноситься 

на L-валин комплексом белков (Dug2-Dug3)2 и/или Ecm38. Синтез γ-EV по 

второму пути способен осуществляться Gsh1 посредством соединения  

L-глутамата с L-валином.  

4. За деградацию VG в S. cerevisiae отвечает ген DUG1, кодирующий 

фермент Dug1.  

5. За импорт γ-EVG внутрь клетки отвечает ген HGT1, кодирующий 

транспортер GSH и олигопептидов, Hgt1.  
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2. Обзор литературы 

2.1. GSH и другие γ-глутамильные соединения 

2.1.1. Структура и биологическая роль GSH 

GSH является самым распространенным тиольным трипептидом живых 

организмов, внутриклеточная концентрация которого варьирует в пределах 

от 1 до 10 мМ (Meister and Anderson, 1983, Meister, 1988).  

 

Рисунок 1. Структура GSH 

 

Присутствие γ-глутамильной связи в GSH наделяет его высокой 

стабильностью и устойчивостью к большинству клеточных пептидаз. 

Цистеин с его высоко реактивной сульфгидрильной группой (-SH) и низкий 

окислительно-восстановительный потенциал (-240-250 mV) (Spector et al 

2001) делают GSH мощной восстановительной системой, в которой 

трипептид существует в двух состояниях: восстановленном (GSH) и 

окисленном (GSSG). Соотношение восстановленной и окисленной форм GSH 

является важнейшим показателем окислительного стресса в клетке. Поэтому 

строгая регуляция, поддерживающая соотношение GSH:GSSG на 

оптимальном уровне, является критичным параметром для выживания клеток. 

Не удивительно, что дисбаланс GSH в клетках млекопитающих встречается 

при многих серьезных патологиях, таких как рак, ВИЧ, нейродегенеративные 

нарушения, фиброзный кистоз, а также при старении (Townsend et al, 2003). 
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Высокая внутриклеточная концентрация и широкое распределение 

GSH в живых организмах говорит о его важной биологической роли в 

природе. GSH является протектором от многих видов токсичных для клетки 

агентов, например, активных форм кислорода (Galiazzo et al, 1987, Sies, 1985, 

1993, Izawa et al, 1985, Grant and Dawes, 1996, Jamieson, 1998, Carmel-Harel 

and Storz, 2000) и реактивных азотных соединений (пероксинитрит, N203) 

(Luperchio et al, 1996, Petit et al, 1996). GSH принимает участие в регуляции 

экспрессии генов (Sen and Packer, 1996, Arrigo, 1999), клеточном делении 

(Pallardó et al, 2009) и апоптозе (Hall, 1999), является соединением, 

запасающим цистеин для нужд клетки (свободный цистеин даже в 

умеренных количествах токсичен для клеток) (Higashi et al 1977, Meister, 

1988). GSH участвует в тиол-дисульфидном обмене (Larsson et al, 1983) и 

обезвреживании многих ксенобиотиков (Ketterer, 1982),  восстанавливает 

рибонуклеотиды в дезокси-рибонуклеотиды (Holmgren, 1976), участвует в 

переносе аминокислот через мембраны клеток (Meister and Anderson, 1983), 

является ко-фактором ряда ферментов, например, глиоксалазы и 

формальдегид-дегидрогеназы (Inoue and Kimura, 1995, Koivusalo et al, 1989). 

GSH поддерживает в восстановленной, биологически активной, форме такие 

низкомолекулярные соединения как аскорбиновая кислота и  

альфа-токоферол (Meister 1992, 1994), а также участвует в метаболизме 

простагландинов (Cagen et al, 1979) и лейкотриенов (Orning et al, 1980).  

2.1.2. γ-Глутамильные соединения отличные от GSH 

Накопление информации о распространении γ-глутамильных 

соединений отличных от GSH происходило в 1950-1970 годах и, как 

оказалось, такие соединения широко распределены в живых организмах и 

спектр их химического состава довольно разнообразен.  

Теанин, L-γ-глутамильное производное этиламина, был описан в 1949 

году, как превалирующий ароматический компонент листьев чая (Sakato, 

1949). γ-Глутамил-S-метилцистеин – одно из первых γ-глутамильных 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8540421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8540421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8540421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8540421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimura%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8540421
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соединений, найденное в фасоли обыкновенной, причем содержание его в 

зрелых бобах и стручках составляет примерно 1/3 часть всех небелковых 

аминокислот (Morris and Thompson, 1958).  В лимской фасоли, наряду с  

γ-глутамил-S-метил-цистеином, были обнаружены еще два пептида –  

γ-глутамил-S-метилцистеин сульфоксид и γ-глутамил-лейцин (Rinderknecht et 

al, 1958). γ-Глутамильные дипептиды – L-γ-глутамил-L-лейцин и  

L-γ-глутамил-L-метионин – были найдены в репчатом луке (Virtanen and 

Matikkala, 1960). В S. cerevisiae были идентифицированы L-γ-глутамил-L-

глутамат и L-γ-глутамил-L-глутамин при росте на среде с глутаматом в 

качестве источника азота (Jaspers et al, 1985). В конце 60-х годов было 

продемонстрировано наличие γ-глутамильных пептидов в тканях 

млекопитающих: из хрусталика глаза телят выделили офтальмовую кислоту 

(γ-глутамиламинобутират) (Waley, 1956); из мозгов яванской и африканской 

мартышек выделили и идентифицировали множество γ-глутамильных 

пептидов – с глутамином, глицином, аланином, валином, изолейцином, 

глутаматом, серином, а также аланил-глицином (Reichelt, 1970). Трипептид  

γ-EVG оказался довольно распространенным соединением, найденным в 

соевом и рыбном соусах, пиве и других продуктах питания (Kuroda et al, 2012, 

2013, Miyamura et al, 2014, 2015).  

2.1.3. Применение γ-глутамильных соединений 

  γ-Глутамильные соединения обладают рядом уникальных свойств, 

которые привлекательны для использования их в медицине. Например,  

γ-глутамилированные соединения имеют высокую растворимость в воде, что 

очень важно для внутривенного введения лекарств с низкой растворимостью 

(Suzuki et al, 2007). Из-за наличия γ-глутамильной связи, разрыв которой 

требует специфических ферментов с определенной локализацией,  

γ-глутамильные соединения довольно стабильны в кровеносном русле. 

Данное свойство может быть использовано для создания пролекарств, 

специфичных для органов и тканей, которые эффективно экспрессируют 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=THOMPSON%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13498780
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GGT. Например, γ-глутамил-дерморфин обладает мощным обезболивающим 

эффектом (Misicka et al, 1996), а концентрация допамина значительно 

увеличивается не только в почках, но и в мозге при использовании  

γ-L-глутамил-L-дигидроксифенилаланина, который рассматривался в 

качестве перспективного лекарства при лечении болезни Паркинсона 

(Ichinose et al, 1987). Некоторые физиологические эффекты γ-глутамильных 

соединений описаны для млекопитающих: γ-D-глутамил-аминометил-

фосфонат, γ-D-глутамил-глицин, γ-D-глутамил-таурин, γ-D-глутамил- 

β-аланин обладают антагонистическими свойствами на возбуждение нервной 

системы (Davies et al, 1982). γ-D-глутамил-L-триптофан стимулирует 

дифференциацию Т-лимфоцитов и специфический иммунный ответ, а также 

усиливает продукцию интерлейкина 2 и γ-интерферона (Orellana, 2002). В 

клинических исследованиях было показано увеличение эффективности 

сочетания химиотерапии и приема γ-D-глутамил-L-триптофана при лечении 

туберкулеза (Simbirtsev et al, 2003). Теанин (γ-глутамил-этиламид), 

придающий сладковатый привкус зеленому чаю, снижает артериальное 

давление крови (Yokogoshi et al, 1995), способствует образованию 

расслабляющих α-волн в мозге (Kobayashi et al, 1998), влияет на уровень 

некоторых биоактивных соединений мозга (Kimura and Murata, 1986, 

Yokogoshi et al, 1998). γ-L-глутамил-таурин имеет широкий спектр 

фармакологического действия на живые организмы. γ-L-глутамил-таурин 

является тормозным нейромодулятором (Kuribara and Tadokoro, 1982, Bittner 

et al, 2005), обладает радиопротекторным, антиоксидантным и 

мембраностабилизирующим действием (Bittner et al, 2005), проявляет 

кардиопротекторные (Feuer and S-Rozsa, 1981), антиаритмические и 

нормотензивные свойства (Feuer and Gaal, 1979, Bittner et al, 2005), влияет на 

метаморфоз амфибий (Feuer et al, 1978). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuribara%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7161962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tadokoro%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7161962
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2.1.4. Пути синтеза γ-глутамильных соединений 

Существует множество ферментов, участвующих в образовании 

разнообразных γ-глутамильных пептидов. Например, γ-глутамил-гистамин 

синтетаза соединяет L-глутамат с гистамином in vitro с образованием  

γ-глутамил-гистамина, который, по предположению авторов, является 

продуктом инактивации гистамина в центральной нервной системе 

заднежаберных моллюсков аплизия (Stein and Weinreich, 1982). В 

метилотрофах, таких как Pseudomonas MS и Methylocella silvestris,  

γ-глутамил-метиламид синтетаза при росте культур на метиламине в качестве 

источника углерода участвует в его метаболизме с образованием γ-глутамил-

метиламида (Kung and Wagner, 1969, Levitch, 1977, Chen et al, 2010). 

Рассмотрим некоторые пути синтеза γ-глутамильных соединений in vitro и  

in vivo более подробно. 

2.1.4.1. Пути синтеза γ-глутамильных соединений in vitro 

Стандартным способом получения γ-глутамильных соединений 

считается ферментативная реакция с использованием глутамина в качестве 

донора γ-глутамильной группы и соответствующего акцептора с помощью 

бактериальной γ-глутамилтрансферазы. Обычно выход продукта зависит от 

рН реакции, концентрации и соотношения γ-глутамильный донор/акцептор и 

концентрации GGT, поэтому условия реакции подбирают индивидуально для 

каждого γ-глутамильного соединения. Оптимальные условия реакций и 

выход продукта показаны в Таблице 1 (Suzuki et al, 2007). 
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Таблица 1 – Оптимальные условия реакций и выход различных  

γ-глутамильных соединений (по Suzuki et al, 2007) 

γ-Глутамильное 

соединение 

Концентрации  

pH 

 Выход продукта 

L-глутамин 

мМ 

Акцептор 

мМ 

GGT 

mU/мл 

% г/Л 

γ-L-глутамил-L-

дигидрокси-

фенилаланин 

200 200 250 10.6 79 51.5 

γ-L-глутамил-L-

гистидин 

300 300 200 9.7 48 41.2 

γ-L-глутамил-L-

тирозин  

метилэфир 

300 300 200 7.3 37 35.7 

γ-L-глутамил-L-

фенилаланин 

200 200 500 10.4 70 41.2 

γ-L-глутамил-L-

валин 

20 300 40 10.0 88
а
 4.3 

S-бензил-GSH 

моноэтилэфир 

200 100 200 6.2 76
б
 31.2 

γ-L-глутамил-

этиламид 

200 1500 400 10.0 61
а
 21.1 

γ-L-глутамил-таурин 200 200 200 10.0 25 12.7 

γ-D-глутамил-

этиламид 

200 1500 400 10.0 74
а
 25.6 

γ-D-глутамил-таурин 200 200 200 10.0 71 36.1 

γ-D-глутамил-L-

триптофан 

50 50 200 9.0 66 11.0 

а
 Выход продукта по отношению к L-глутамину 

б
 Выход продукта по отношению к акцептору γ-глутамильной группы 

 

 Еще одним способом получения γ-глутамильных соединений является 

ферментативная реакция, осуществляемая γ-глутамилцистеин синтазой. 

Возможность использования высокоочищенной GCS Proteus mirabilis была 

показана при получении γ-глутамильных пептидов с L-α-аминобутиратом,  

L-серином, L-гомосерином, глицином, L-аланином, L-норвалином,  

L-лизином, L-треонином, L-валином и таурином с достаточно высоким 

выходом. Выход продуктов ферментативных реакций сведен в Таблице 2 

(Nakayama et al, 1981).  
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Таблица 2 – Выход продукта посчитан из расчета потребления L-глутамата и 

выражен относительно начальной концентрации L-глутамата (100%)  

(по Nakayama et al, 1981) 

 

 

 

 

При получении теанина (γ-глутамилэтиламида) успешно была 

применена система, в которой дрожжевая биомасса использовалась в 

качестве регенерирующей системы АТФ при совместном ферментировании 

γ-глутамилметиламид синтетазы штамма Methylovorus mays № 9. 

Оптимальная реакционная смесь содержала 300 мМ глюкозы, 600 мМ 

глутамата натрия, 600 мМ этиламида-HCl, 200 мМ фосфатного буфера и  

30 единиц/мл фермента. Приблизительно 600 мМ теанина (110мг/мл) 

образовывалось в течение 48 часов с конверсией субстратов, глутамата и 

этиламида, 100% и таким же выходом теанина по отношению к глюкозе 

(Yamamoto et al, 2008). В более ранней работе, с помощью такой же системы, 

только с использованием глутаминсинтетазы Pseudomonas taetrolens Y30, 

было получено 170 мМ теанина с 28% выходом по глюкозе. В данном случае 

Высокоэффективное 

образование 

Низкоэффективное 

образование 

Субстрат Выход (%) Субстрат Выход (%) 

L-цистеин 

 

55.5 L-аспартат 17.4 

L-α-аминобутират 80.5 L-гистидин 17.3 

L-серин 72.5 L-фенилаланин 15.8 

L-гомосерин 68.5 L-тирозин 14.8 

глицин 62.5 L-триптофан 13.7 

L-аланин 56.3 L-аргинин 13.6 

DL-норвалин 43.5 L-лейцин 13.1 

L-лизин 38.1 L-канаванин 12.5 

L-треонин 37.1 DL-норлейцин 11.0 

L-изолейцин 37.1 L-метионин 10.5 

DL-гомоцистеин 36.1 L-орнитин 10.2 

таурин 24.5 L-цитруллин 0 

L-валин 24 L-глутамат 0 

L-аспарагин 23.3 L-глутамин 0 
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оптимальная реакционная смесь содержала 300 мМ глюкозы, 200 мМ 

глутамата натрия, 1200 мМ этиламида-HCl, 50 мМ фосфатного буфера,  

5 мМ MnCl2 и 100 единиц/мл фермента (Yamamoto et al, 2005). 

2.1.4.2. Пути синтеза γ-глутамильных соединений in vivo 

Путресцин относится к полиаминам, являющимися высоко-

реактивными молекулами, играющими важную роль в росте и пролиферации 

клеток (Xaplanteri et al, 2005). Накопление полиаминов может привести к 

замедлению синтеза белков и роста клеток (Fukuchi et al, 1995), поэтому пути 

их деградации строго регулируются. В E.coli одним из способов утилизации 

путресцина является его γ-глутамилирование γ-глутамил-путресцин синтазой 

PuuA, причем, путь через γ-глутамилирование считается более 

предпочтительным, т.к. не ведет к спонтанной циклизации пятичленного 

промежуточного продукта γ-аминобутиральдегида. Более того,  

γ-глутамилирование путресцина абсолютно необходимо при его утилизации 

в качестве источника азота и углерода (Kurihara et al, 2005, 2008).  

Офтальмовая кислота, найденная в довольно высоких концентрациях 

(20мг/100гр) в хрусталике глаза телят (Waley, 1956), является аналогом GSH, 

в котором цистеин во втором положении заменен на L-α-аминобутират. 

Известно, что офтальмовая кислота синтезируется ферментами биосинтеза 

GSH – γ-глутамилцистеин синтетазой и глутатион синтетазой (Cliffe and 

Waley, 1958, Orlowski and Wilk, 1978). Было показано, что при экспозиции 

мышей гепатотоксичными концентрациями ацетаминофена, происходила 

активация биосинтеза офтальмата из α-аминобутирата. При этом изменения 

уровня офтальмовой кислоты в сыворотке крови и экстрактах печени мышей 

тесно коррелировали: концентрация офтальмата сыворотки крови 

значительно повышалась с одновременным снижением концентрации GSH 

печени. Физиологическая роль офтальмовой кислоты не установлена. 

Считается, что она синтезируется как побочный продукт синтеза GSH при 

снижении концентрации GSH и/или цистеина (Soga et al, 2006). 
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γ-Глутамилэтиламид (теанин) – широко распространенный  

γ-глутамильный дипептид чая, придающий ему характерный аромат и вкус. 

Концентрация теанина в высушенных листьях чая варьирует в пределах  

10-30 г/кг сухого веса (Wan et al, 2009). Предполагается, что основной 

причиной синтеза γ-глутамил-этиламида в чае является утилизация 

избыточного аммония, абсорбированного корешками растения (Deng et al, 

2009). Теанин синтезируется из глутамата и метаболита чая этиламина с 

помощью теанин синтаз TS1 и TS2. Экспрессия генов TS1 и TS2 происходит 

во всех частях растения – корешках, побегах, семядолях и зрелых листьях, но 

уровень транскрипции в семядолях оказался значительно ниже, чем в других 

органах чая. Гены TS1 и TS2 имеют высокую нуклеотидную гомологию c 

нуклеотидными последовательностями генов глутаминсинтаз GS1 и GS3.  

TS1 на 99% гомологична GS3, TS2 на 97% гомологична GS1, между собой 

TS1 и TS2 гомологичны на 83% (Deng et al, 2008). 

2.1.5. γ-Глутамильные соединения в качестве вкусовых модификаторов 

В последнее время к γ-глутамильным пептидам появился высокий 

интерес в свете их участия во вкусовой рецепции. Многие γ-глутамильные 

пептиды относят к так называемым «кокуми»-пептидам, которые сами по 

себе не имеют вкуса и запаха, но усиливают получаемые ощущения от 

продуктов питания, придавая им ощущение полноты вкуса и длительность 

послевкусия. Во многих работах было показано, что γ-глутамильные пептиды 

усиливают насыщенность основных вкусов, таких как сладость и соленость, а 

также вкусовые восприятия (вкус «умами»), которые вызывают глутамат и 

5’-рибонуклеотиды (Ueda et al, 1990, Liu et al, 2015).  

Понятие о веществах со свойствами «кокуми» впервые ввел Ueda со 

своей группой. Они изолировали и исследовали ключевые соединения 

водного раствора чеснока, которыми оказались серосодержащие вещества – 

такие как S-аллил-цистеин сульфоксид, S-метил-цистеин сульфоксид,  

γ-глутамил-аллил-цистеин, GSH. Авторы пришли к выводу, что именно эти 



17 

соединения, добавленные к раствору глутамата и разным видам продуктов 

питания, могут существенно усиливать восприятие вкусовой насыщенности 

еды (Ueda et al, 1990).  

Более того, был проведен скрининг библиотеки ди- и трипептидов и 

показана активность человеческого кальций-чувствительного рецептора 

CaSR к 46 γ-глутамильным пептидам. Самым эффективным агонистом 

возбуждения CaSR оказался трипептид γ-EVG, который показал 

минимальную концентрацию необходимую для детектирования активации 

рецептора в данном эксперименте (Ohsu et al, 2010).  

Присутствие γ-глутамильных «кокуми»-пептидов, которые вызывают 

вкусовую привлекательность таких продуктов как сыр и фасоль, показали в 

своих обзорах Toelstede с соавторами и Dunkel с соавторами. Ключевыми 

вкусовыми модификаторами фасоли являются γ-EV, γ-глутамил-лейцин,  

γ-глутамил-цистеинил-β-аланин (Dunkel et al, 2007), а за сложность вкусового 

букета зрелого сыра «Гауда» отвечают такие γ-глутамильные дипептиды как 

γ-глутамил-глутамат, γ-глутамил-глицин, γ-глутамил- метионин, γ-глутамил-

гистидин, γ-глутамил-лейцин и γ-глутамил-глутамин (Toelstede et al, 2009). 

2.2. Вкусо-ароматические соединения и γ-глутамильные пептиды 

дрожжевого экстракта  

Концентрат водорастворимой фракции дрожжей (дрожжевой экстракт) 

традиционно используется в качестве вкусовой добавки, обладающей 

мясным ароматом, в пищевой промышленности при изготовлении супов, 

снэков и т.д. (Lin et al, 2012). Помимо своего пикантного вкуса, дрожжевой 

экстракт является богатым источником аминокислот, пептидов, сахаров, 

нуклеотидов и витаминов группы В (Chae et al, 2001).  

В последние десятилетия было проведено много исследований по 

идентификации состава активных вкусо-ароматических соединений в 

дрожжевом экстракте. Соединения со свойствами «умами», такие как 

глутамат, аспарагин, сукцинат, а также инозин 5’-монофосфат, гуанозин-  
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5’-монофосфат были широко представлены в дрожжах (Nagodawithana, 1992, 

1994, Velisek et al, 1978).  

В дрожжевом экстракте было показано высокое содержание GSH и в 

настоящее время основными его промышленными продуцентами являются 

штаммы S. cerevisiae и Candida utilis (Li et al, 2004). GSH считают основным 

источником мясного вкуса дрожжевого экстракта. При нагревании водных 

растворов, содержащих GSH, образуются мясные вкусо-ароматические 

компоненты, такие как фурантиолы, тиолы и пиразины. Ароматические 

свойства GSH в сырой и приготовленной еде были подробно исследованы, а 

также было показано, что он обладает свойствами «кокуми» (Ueda et al, 1997).   

 До недавнего времени GSH считался единственным γ-глутамильным 

«кокуми»-активным соединением клеток дрожжей. Только в 2015 году Liu с 

группой провел фракционирование вкусовых соединений дрожжевого 

экстракта с использованием молекулярно-сенсорного подхода.  

Структура «кокуми»-компонентов дрожжевого экстракта с 

максимальным вкусовым ответом анализировалась с помощью  

LC-Q-TOF-MS/MS (квадраупольная, времяпролетная масс-спектрометрия 

сопряженная с ВЭЖХ). В данной работе исследовались 13 пептидов с 

предполагаемыми «кокуми»-свойствами. Вкусовые свойства и пороговые 

концентрации пептидов определялись специалистами. Вкусовые качества 

исследуемых пептидов дрожжевого экстракта представлены в Таблице 3, из 

которой видно, что за исключением γ-Glu-Cys-Gly с его кислым вкусом и 

безвкусных Ala-Val и γ-Glu-Val, остальные пептиды показали горький вкус с 

пороговой концентрацией от 1,2 до 0,8 ммол л
-1

 в воде (Liu et al, 2015), что 

согласуется с концепцией, что «умами»- и «кокуми»-пептиды, растворенные 

в воде, вызывают либо горький вкус, либо безвкусны (van den Oord and van 

Wassenaar, 1997).  
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Таблица 3 – Вкусовые свойства и вкусовой порог предполагаемых «кокуми» 

пептидов в воде и курином бульоне (бланк) (по Liu et al, 2015) 

 Вкусовые свойства 5 г/л
-1

 Вкусовой порог мМол/л
-1

 

Пептид Вода  Куриный бульон Вода Куриный бульон 

Ala-Val безвкусный нет эффекта >26,4 >26,4 

Leu-Lys горький горечь, «кокуми» ощущение 2,4 1,2 

γ-Glu-Cys-Gly кислый «кокуми» ощущение 4,1 1 

Leu-Gly горький горечь, «кокуми» ощущение 1,2 0,6 

Leu-Ala горький горечь, «кокуми» ощущение 3,1 0,4 

Ala-Glu горький горечь, «кокуми» ощущение 2,4 0,3 

Tyr-Glu горький горечь, нет «кокуми» 

ощущения 

8 >16,1 

γ-Glu-Leu горький горечь, «кокуми» ощущение 4,8 0,6 

γ-Glu-Val безвкусный «кокуми» ощущение >20,2 0,6 

Leu-Thr горький горечь, «кокуми» ощущение 1,3 0,7 

Ala-Tyr горький горечь, нет «кокуми» 

ощущения 

4,9 >19,8 

Ala-Leu горький горечь, «кокуми» ощущение 6,2 1,5 

γ-Glu-Tyr горький горечь, «кокуми» ощущение 4 1 

 

Сенсорная оценка подтвердила, что 10 из 13 пептидов дрожжевого 

экстракта способны усиливать ощущение «кокуми» куриного бульона 

(бланка). Порог концентраций «кокуми»-пептидов для вкусового восприятия 

в бланке был значительно ниже, чем порог концентраций для горького вкуса 

в воде (Liu et al, 2015). Подобный феномен наблюдался для γ-глутамильных 

пептидов фасоли обыкновенной (Dunkel et al, 2007). 

2.3. Гамма-глутамильный цикл 

Из сказанного выше видно, что многие γ-глутамильные соединения 

образуются ферментами метаболизма GSH. У высших млекопитающих 

процессы синтеза и деградации GSH замыкаются в гамма-глутамильный 

цикл. Этот цикл, первоначально предложенный Alton Meister в 1970, 

рассматривали в качестве глутатионзависимой транспортной системы 

аминокислот, таких как L-цистеин, L-глутамин и L-метионин, через 

мембраны (Orlowski and Meister, 1970). Также существовало предположение, 
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что в γ-глутамильном цикле не просто происходит транспорт аминокислот 

через мембраны, а генерируются внеклеточные сигналы в виде  

γ-глутамильных аминокислот, которые поступают внутрь клетки, где от них 

отщепляется глутамат с образованием 5-оксопролина, который, в свою 

очередь, активирует поглощение и/или метаболизм аминокислот (Vina et al, 

1989).  

Впоследствии оказалось, что γ-глутамильный цикл не вовлечен в 

транспорт аминокислот в значительной мере (Curthoys and Hughey, 1978, 

Woodlock et al, 1990), а связан в большей степени с внутриклеточным 

биосинтезом GSH, его транспортом во внеклеточную среду, деградацию до 

составляющих его аминокислот. Проведенные исследования позволили 

сформулировать последовательность этапов метаболизма GSH, которые 

впоследствии были включены в учебные пособия (Bachhawat and Kaur, 2017).  

Лучше всего γ-глутамильный цикл изучен у млекопитающих, где 

показано наличие шести ключевых ферментов цикла: 2 фермента синтеза и 4 

фермента деградации GSH (Meister and Anderson, 1983).  

Биосинтетическая часть γ-глутамильного цикла включает две реакции. 

В первой реакции γ-глутамилцистеинлигаза (GCL) соединяет L-глутамат и  

L-цистеин с образованием γ-глутамилцистеина (Orlowski and Meister, 1971), 

во второй – глутатионсинтетаза (GS) катализирует присоединение глицина к 

γ-глутамилцистеину с образованием GSH (Snoke, 1955). 

Деградативная часть γ-глутамильного цикла состоит из реакций, 

которые осуществляют γ-глутамилтрансфераза (GGT), γ-глутамил-

циклотрансфераза (GGС), 5-оксопролиназа и дипептидаза. Деградация GSH 

инициируется ферментативной активностью GGT, расположенной у 

млекопитающих в плазматической мембране активным центром наружу. В 

результате трансферазной реакции происходит разрыв γ-глутамильной связи 

с переносом γ-глутамильного остатка на любые аминокислоты или гидролиз 

γ-глутамильной связи с образованием глутамата. После переноса 

цистеинилглицина, образовавшегося в процессе разложения GSH, внутрь 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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клетки происходит его гидролиз Cys-Gly пептидазой до свободных 

аминокислот. γ-Глутамильные аминокислоты, глутамат, цистеин и глицин 

импортируются обратно в цитоплазму, где вновь синтезируется GSH.  

γ-Глутамильные аминокислоты в цитоплазме являются субстратом  

γ-глутамил-циклотрансферазы, в результате активности которой образуется 

5-оксопролин и свободные аминокислоты. 5-Оксопролиназа катализирует 

АТФ-зависимое превращение 5-оксопролина в глутамат (Meister and Tate, 

1976, Meister and Anderson, 1983, Wang and Ballatori, 1998).  

В настоящее время накоплено достаточно данных, касающихся  

γ-глутамильного цикла и, видимо, он функционирует не одинаково во всех 

живых системах, поскольку в некоторых организмах отдельные ферменты 

цикла не найдены (Bachhawat and Kaur, 2017). 

Цикл GSH с известными в настоящее время ферментами и их 

локализацией в клетках млекопитающих и дрожжей представлен на Рисунках 

2 и 3 по Bachhawat and Kaur, 2017.  

 

Рисунок 2 – Цикл GSH в клетках млекопитающих. Ферменты, 

участвующие в метаболизме GSH: 1) γ-глутамилцистеинлигаза,  

2) глутатионсинтаза, 3) Cha1 и Cha2 (описание ферментов в разделе 2.3.2.2), 

4) 5-оксопролиназа, 5) Cys-Gly пептидаза, 6) γ-глутамилтрансфераза,  

7) GSH-S-трансфераза, 8) дегидроаскорбат редуктаза, глутатионпероксидаза,  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meister%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tate%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tate%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9755286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ballatori%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9755286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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9) GSH редуктаза, 10) мембраносвязанная Cys-Gly пептидаза (из Bachhawat 

and Kaur, 2017) 

 

Рисунок 3 – Цикл GSH в дрожжевых клетках. Ферменты, участвующие в 

метаболизме GSH: 1) γ-глутамилцистеинлигаза, 2) глутатионсинтаза,  

3) γ-глутамилциклотрансфераза, 4) 5-оксопролиназа, 5) Cys-Gly пептидаза,  

6) γ-глутамилтрансфераза, 7) глутатион-S-трансфераза, 8) дегидроаскорбат 

редуктаза, глутатионпероксидаза, 9) глутатионредуктаза (из Bachhawat and 

Kaur, 2017) 

 

Далее мы рассмотрим особенности ферментов биосинтеза и деградации 

GSH, регуляцию их синтеза и активности, субстратную специфичность и 

физиологическую роль.  

2.4. Биосинтез GSH. Ферменты биосинтеза 

У большинства организмов GSH синтезируется в двух 

последовательных АТФ-зависимых реакциях с помощью ферментов –  

γ-глутамилцистеин лигазы (GCL) и глутатионсинтетазы (GS) (Рисунок 4).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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                                       Рисунок 4 – Синтез GSH 

2.4.1. γ-Глутамилцистеин лигаза 

 Первая реакция биосинтеза GSH происходит в результате  

АТФ-зависимого присоединения глутамата и цистеина γ-глутамилцистеин 

лигазой. Образование L-γ-глутамилцистеина происходит через 

формирование интермедиата γ-глутамилфосфата, который далее 

подвергается нуклеофильной атаке α-аминогруппой цистеина. Эта реакция 

является лимитирующей скорость синтеза GSH (Griffith and Mulcahy, 1999, 

Orlowski and Meister, 1971).  

По гомологии нуклеотидных последовательностей GСL была 

распределена на три группы: γ-протобактерии (1 группа, нуклеотидная 

гомология 24-93%); эукариоты, кроме растений (2 группа, нуклеотидная 

гомология 32-98%); α-протобактерии и растения (3 группа, нуклеотидная 

гомология 45-93%). Несмотря на низкую гомологию нуклеотидных 

последовательностей между группами все GSL используют один и тот же 

механизм катализа (Copley and Dhillon, 2002). 
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 Белок GCL был выделен и охарактеризован в некоторых 

грамотрицательных прокариотах и многих эукариотах, включая 

млекопитающих, растения, дрожжи и протозойных.  

  Фермент GCL человека и крысы представляет собой гетеродимерный 

комплекс, состоящий из каталитической субъединицы (GCLC) с 

молекулярной массой 73 кДа и модифицирующей субъединицы (GCLМ) с 

молекулярной массой 31 кДа. GCLC содержит активный сайт, ответственный 

за АТФ-зависимое образование связи между аминогруппой цистеина и  

γ-карбоксильной группой глутамата, и ингибируется GSH; GCLМ 

посредством прямого взаимодействия с GCLC увеличивает каталитическую 

эффективность последней. GCLМ снижает Kм для глутамата и АТФ и 

увеличивает Ki для GSH (Soltaninassab et al, 2000, Yang et al, 2007, Huang et al, 

1993). Субъединицы GCL являются продуктами двух эволюционно 

неродственных генов и локализованы на разных хромосомах (Griffith and 

Mulcahy, 1999, Anderson, 1998, Tsuchiya et al, 1995).  

Грибы и большинство глутатионсинтезирующих грамотрицательных 

бактерий не имеют функциональной регуляторной субъединицы GCL. Белок 

GCL E.coli является мономером с молекулярной массой 58 кДа (Griffith and 

Mulcahy, 1999). Причем интересным фактом является то, что GCL E.coli 

имеет более высокий уровень аминокислотной гомологии с GCLМ, чем 

GCLC (Huang et al, 1993). Белок GCL S. cerevisiae по аминокислотному 

составу близок к GCLC крысы (45%) и имеет низкую гомологию (26%) к 

GCL E.coli (Ohtake and Yabuuchi, 1991). 

В растениях GCL находится в обратимой мономер-гомодимерной 

форме (Gromes et al, 2008). Гомодимеризация является частью адаптивного 

ответа на изменение редокс-потенциала окружающей среды и происходит в 

результате посттрансляционной модификации. Известно, что обработка 

корешков Arabidopsis H2O2 становится причиной значительного изменения 

подвижности GSL в нативном полиакриламидном геле (Hickset et al, 2007). 

Протеомный анализ хлоропластов с использованием масс спектрометрии 

http://www.yeastgenome.org/reference/S000040589/overview
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показал, что для GCL растений предпочтительной является димерная форма 

(Peltieret al, 2006).  

 В эукариотических клетках активность GCL контролируется на уровне 

регуляции активности фермента, и с помощью регуляции транскрипции 

генов, кодирующих этот фермент. В свою очередь, транскрипция находится 

под контролем нескольких регуляторных систем. Например, транскрипция 

GSH1, кодирующего белок GCL в S. cerevisiae, находится под контролем 

транскрипционного фактора Met4, также регулирующего синтез 

серосодержащих аминокислот. В зависимости от доступности GSH этот 

фактор является или активатором, или ингибитором транскрипции GSH1 

(Wheeler et al, 2002). Кроме того, экспрессия GSH1 индуцируется 

оксидантами, например, перекисью водорода, а также тепловым шоком. В 

обоих случаях в регуляцию GSH1 вовлечен транскрипционный фактор Yap1, 

необходимый для ответа дрожжевой клетки на окислительный стресс 

(Stephen and Jamieson, 1997, Sugiyama et al, 2000). Более того, промотор GSH1 

имеет два элемента, участвующих в ответе на присутствие перекиси 

водорода, отличных от сайта связывания для Yap1, что указывает на наличие 

дополнительных факторов регуляции экспрессии гена (Wu and Moye-Rowly, 

1994). В промоторе каталитической субъединицы GCLC человека 

идентифицировано много элементов, которые отвечают на воздействие 

антиоксидантов (ARE), электрофилов (EpRE), металлов (MRE). Многие 

исследования подтвердили, что ближайший от начала инициации 

транскрипции элемент AP-1 (от -263 до -269) влияет на усиление экспрессии 

GCLC в ответ на оксидативный стресс (Lu, 2009).  

Важную роль в регуляции активности белка GCL играет 

ретроингибирование GSH. Сайты связывания GSH и глутамата совпадают, и 

это приводит к конкурентному ингибированию (Richman and Meister, 1975). 

Исследования с использованием таких аналогов GSH как офтальмовая 

кислота, S-метил-глутатион и окисленный GSH GSSG показали, что для 
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максимального ингибирования GCL необходима восстановленнная форма 

GSH (Richman and Meister, 1975, Griffith and Mulcahy, 1999).  

Биоинформационный анализ, проведенный Veeravalli с группой, 

показал, что у некоторых видов прокариот, которые содержат 

глутатионзависимые белки, отсутствуют гены синтеза GSH. Авторы 

изолировали штамм E. coli, несущий делецию гена GCL, с физиологической 

концентрацией GSH. Данный штамм содержал мутации в первых двух генах 

биосинтеза пролина ProB и ProA, которые супрессировали синтез  

γ-глутамилцистеина (Veeravalli et al, 2011).  

2.4.2. Глутатион синтетаза 

Фермент GS катализирует вторую АТФ-зависимую реакцию синтеза 

GSH, в результате которой происходит образование интермедиата  

γ-глутамилцистеил фосфата и последующая его конденсация с глицином.  

Фермент GS входит в суперсемейство АТФ-связывающих белков, к 

которому также относятся D-аланин:D-аланин лигаза, рибосомальный белок 

S6:глутамат лигаза, α-L-глутамат лигаза, вовлеченная в синтез коэнзима 

тетрагидросарциноптерина и другие (Li et al, 2003, Dinescu et al, 2004). 

Данное семейство насчитывает в своем составе 21 белок, каждый из которых 

содержит АТФ-связывающий сайт с уникальной для этого семейства 

укладкой (Fawaz et al, 2011).  

Рассмотрим структуру белков, относящихся к суперсемейству  

АТФ-связывающих, на примере структуры GS дрожжей. Данный фермент 

состоит из двух доменов, большого и малого. В свою очередь большой домен 

имеет характерную α/β укладку и состоит из топологических субдоменов, из 

которых один образован спиралями, упакованными напротив 

антипараллельного β-листа, а другой – спиралями, упакованными напротив 

параллельного β-листа. После сборки субдоменов образуется основной 

глобулярный домен. Малый домен («крышка») состоит из антипараллельного 

β-листа и спиралей, упакованных на одной стороне, в результе чего 
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образуется выступ, который топологически соединяет два субдомена 

основного домена. Активный сайт, который четко разграничен связанными 

субстратами – АТФ, Mg
2+

 и γ-глутамил-цистеином – формируется благодаря 

сопряжению аминокислотных остатков двух субдоменов и малого домена. В 

отсутствие субстратов «крышка» может вращаться под углом 68 градусов по 

отношению к большому домену, оставляя активный сайт полностью 

открытым. Петля малого домена, богатая глицином и формирующая часть 

сайта связывания АТФ/Mg
2+

, в апоферменте имеет неупорядоченную 

структуру. После присоединения субстратов, структура активного сайта 

стабилизируется, и гибкая «крышка» приобретает упорядоченную 

конфигурацию (Gogos and Shapiro, 2002). 

 На основании сравнения нуклеотидных последовательностей GS E.coli 

и S. cerevisiae с помощью BLAST, ферменты разделили на две группы – 

бактериальные и эукариотические, т.к. согласно сравнению нуклеотидных 

последовательностей обеих групп, гомология между ними фактически 

отсутствует (Copley and Dhillon, 2002). Несмотря на общее структурное 

сходство GS между группами, из 11 аминокислотных остатков фермента, 

вовлеченных в связывание GSH, только 2 остатка являются консервативными 

(Polekhina et al, 1999). 

Самый активный среди выделенных ферментов млекопитающих 

препарат GS был получен из ткани почек крысы. Этот белок имеет 

молекулярную массу приблизительно 118 ± 4 кДа и состоит из двух почти 

идентичных субъединиц. Гомогенные препараты GS, полученные из 

дрожжей, эритроцитов человека и почки крысы, близки по молекулярным 

массам, 123 кДа, 150 кДа, 118 кДа, соответственно (Oppenheimer et al, 1979). 

GS E. coli состоит из четырех гомологичных субъединиц с молекулярной 

массой примерно 38 кДа каждая (Gushima et al, 1984). 
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2.4.3. γ-Глутамилцистеин-глутатион синтетаза 

Большинство организмов содержат ферменты GCL и GS, кодируемые 

отдельными генами, которые могут располагаться довольно далеко друг от 

друга. Однако, во многих видах грамположительных, нескольких видах 

грамотрицательных бактерий и протеобактериях эти ферменты кодируются 

одной открытой рамкой считывания. К примеру, в Streptococcus agalactiae 

аннотировали нуклеотидную последовательность, с которой считывается 

один белок, выполняющий роль GSL и GS. Выделенный белок был первым 

идентифицированным ферментом биосинтеза GSH в грамположительных 

бактериях и первой известной бифункциональной γ-глутамилцистеин-

глутатионсинтетазой (γ-GCS–GS). N-концевая последовательность γ-GCS–GS 

длиной 518 ак. о. показала гомологию 32% с GSL E.coli. С-концевая 

последовательность из 360-375 ак. о. имела слабую гомологию с D-аланин: 

d-аланин лигазой; а известно, что этот белок также как и GS относятся к 

суперсемейству АТФ-связывающих белков (Janowiak and Griffith, 2005, Fan et 

al, 1995).  

Одновременно с открытием бифункциональной γ-GCS–GS у 

Streptococcus agalactiae, было показано наличие подобного гибридного 

фермента в Listeria monocytogenes and Pasteurella multocida (Gopal et al, 2005, 

Vergauwen et al, 2006). BLAST анализ показал, что 13 видов 

грамположительных бактерий, относящихся к отделу Firmicutes, 4 вида 

грамотрицательных бактерий, а также несколько видов протеобактерий 

имеют высокогомологичные с белком γ-GCS–GS последовательности, что 

говорит о довольно широком распространении такого химерного фермента 

среди прокариот (Janowiak and Griffith, 2005). 

2.5. Деградация GSH. Ферменты деградации GSH 

Деградация и синтез GSH в клетках происходит постоянно и гораздо 

быстрее, чем считалось ранее. В работе Jaspers c соавторами, в которой был 

использован меченый L-[U-
14

C-глутамил]-GSH, показано, что время 
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полужизни GSH в культуре S. cerevisiae, выращенной на разных источниках 

азота, колеблется от 220 до 990 минут (Jaspers et al, 1985). В более поздних 

работах по исследованию метаболизма серы в клетках S. cerevisiae было 

продемонстрировано, что при стандартных условиях (рост на минимальной 

среде с добавлением 0,1 мМ ионов сульфата и 30 мМ ионов аммония) время 

полужизни GSH составляет 90 минут. Данная работа проводилась 

посредством экспозиции клеток S. cerevisiae меченой серой (
35

S) с 

последующей обработкой результатов с помощью математического анализа 

(Baudouin-Cornu et al, 2012).   

Деградация GSH в клетках S. cerevisiae зависит от условий роста. Так, 

голодание по сере и рост на среде с GSH в качестве единственного источника 

серы, приводит к увеличению деградации GSH в клетках, а экспозиция 

кадмием (Cd
2+

) наоборот, к замедлению (Baudouin-Cornu et al, 2012). 

 В течение длительного времени считалось, что разложение GSH 

происходит вне цитоплазмы клетки. Такое мнение существовало потому, что 

был известен только один фермент деградации GSH – γ-глутамилтрансфераза 

(GGT). Белок GGT локализован в цитоплазматической мембране 

млекопитающих и бактерий, а в дрожжах и растениях – в вакуолярной 

мембране, соответственно фермент может использовать в качестве субстрата 

внеклеточный и вакуолярный пулы GSH. И только в последние годы 

открытие новых ферментов деградации GSH, расположенных в цитоплазме 

клеток, пролило свет на многообразие путей его метаболизма (Bachhawat and 

Kaur, 2017).   

При наличии одних тех же ферментов, пути деградации GSH 

отличаются в растениях и млекопитающих (Ohkama-Ohtsu et al, 2008). 

Показано, что у млекопитающих GGT и дипептидаза находятся в наружной 

мембране, за счет чего, первые этапы деградации GSH совершаются вне 

клетки (Meister and Anderson, 1983, Wang and Ballatori, 1998).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohkama-Ohtsu%20N%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9755286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ballatori%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9755286
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У растений деградация GSH происходит внутриклеточно в основном за 

счет деятельности γ-глутамилциклотрансферазы, а белок GGT играет 

незначительную роль в общем катаболизме GSH (Ohkama-Ohtsu et al, 2008).  

У низших эукариот, таких как дрожжи, идентифицировали три 

фермента деградативной части γ-глутамильного цикла – γ-глутамил-

трансферазу, цистеинилглицин-дипептидазу и γ-глутамилциклотрансферазу. 

Белок GGT локализован в вакуолях, цистеинилглицин дипептидаза и  

γ-глутамилциклотрансфераза – в цитоплазме. Причем, γ-глутамилцикло-

трансфераза имеет субстратную специфичность только к восстановленному 

GSH (Jaspers et al, 1985, Ganguli et al, 2007, Kumar et al, 2012).  

  Несколько десятилетий считалось, что GGT является единственным 

ферментом, участвующим в деградации GSH, и соответственно ключевым 

звеном γ-глутамильного цикла. Однако исследования последних лет, помимо 

понимания значения ферментов γ-глутамильного цикла, показали, что 

деградация GSH может осуществляться несколькими путями (Bachhawat and 

Kaur, 2017). Ниже будут рассмотрены разные пути деградации GSH, а также 

ферменты, которые участвуют в этом процессе. 

2.5.1. γ-Глутамилтрансфераза 

γ-Глутамилтрансфераза (GGT) представляет собой эволюционно 

консервативный мембраносвязанный фермент, гликопротеин, который 

специфично катализирует перенос γ-глутамильного остатка с GSH на 

акцептор, в качестве которого могут выступать вода, аминокислоты, пептиды 

или сам GSH. Три основных типа реакций, осуществляемых GGT, показаны 

на примере реакций 1-3 (Tate and Meister, 1981): 

1. Транспептидирование: 

GSH + L-аминокислота ↔ L-γ-глутамил-L-аминокислота +  

L-цистеинилглицин; 

2. Автотранспептидирование: 

2 GSH ↔ L-γ-глутамил-GSH + L-цистеинилглицин; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohkama-Ohtsu%20N%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ganguli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17179087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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3. Гидролиз: 

GSH + Н2О ￫ L-глутамат + L-цистеинилглицин. 

 Белок GGT относится к суперсемейству N-терминальных 

нуклеофильных гидролаз, для которых характерно наличие активной αββα 

структуры и пострансляционного процессинга неактивного предшественника. 

После автокаталитического расщепления пропептида образуется зрелый 

белок, который в новой N-концевой области может содержать треониновый, 

сериновый или цистеиновый остатки. Эти аминокислотные остатки 

становятся каталитическими нуклеофилами фермента (Inoue et al, 2000, 

Suzuki and Kumagai, 2002, Kinlough et al, 2005, Okada et al, 2006).  

С момента своего открытия в почках овцы в 1950 году (Hanes and Hird, 

1950), GGT была выделена из различных источников, от бактерий до 

млекопитающих. Секвенирование нуклеотидных последовательностей GGT 

из разных групп организмов обнаружило между ними гомологию больше 

25%. Все описанные в литературе GGT состоят из двух субъединиц – малой и 

большой. (Castellano and Merlino, 2012) Анализ нуклеотидных 

последовательностей показал, что обе субъединицы кодируются одной 

открытой рамкой считывания (Coloma and Pitot, 1986, Goodspeed et al, 1989, 

Papandrikopoulou et al, 1989, Laperche et al, 1989, Ogawa et al, 1997). 

Активный сайт связывания γ-глутамильного остатка находится в N-концевой 

области малой субъединицы, которая ассоциирована с большой 

субъединицей посредством нековалентных взаимодействий (Tate and Meister, 

1976, 1981).  

Молекулярная масса двух цепей GGT колеблется от 38 до 72 кДа для 

большой субъединицы и 20-66 кДа для малой (Chevalier et al, 1999, Nakayama 

et al, 1984, Suzuki et al, 1986, Ogawa et al, 1997). Такая вариабельность 

молекулярных масс объясняется высокой степенью гликозилирования GGT в 

тканях растений и животных (Martin and Slovin, 2000, Lancaster and Shaw, 

1994). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coloma%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pitot%20HC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Papandrikopoulou%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2476308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tate%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6118826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meister%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6118826
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  Белок GGT E.coli K12 показывает высокое сходство структуры в 

консервативных участках с GGT млекопитающих. Не имеют гомологии 

только первые 50 нуклеотидов N-концевой области белка. Это связано с тем, 

что GGT млекопитающих относится ко второму типу трансмембранных 

белков. N-концевой сигнальный пептид большой субъединицы таких белков 

не отщепляется, а остается в качестве трансмембранного домена, 

локализованного на наружной стороне плазматической мембраны (Tate and 

Meister, 1981, Kinlough et al, 2005). N-концевой сигнальный пептид GGT 

E.coli отрезается, в результате чего, зрелая GGT становится растворимым 

белком периплазматического пространства (Suzuki et al, 1989).  

Фермент GGT E.coli является негликозилированным белком, тогда как 

GGT всех высших эукариот относят к гликопротеинам, причем сахаридная 

часть GGT показывает высокую гетерогенность и органоспецифичность 

(Yamashita et al, 1983).   

 В Arabidopsis найдено 3 типа γ-глутамилтрансфераз GGT1, GGT2, 

GGT4. Белки GGT1 и GGT2 локализованы в плазматической мембране 

каталитическими центрами в сторону апопластов. Фермент GGT1 участвует в 

деградации окисленного GSH, GGT2 вовлечен в транспорт GSH в стручках 

Arabidopsis, а GGT4 локализуется в вакуолях, где принимает участие в 

деградации конъюгатов GSH (Grzam et al, 2007, Ohkama-Ohtsu et al, 2007a, 

2007b, 2008).  

Секвенирование GGT человека показало, что этот фермент относится к 

мультигенному семейству, в состав которого входит 13 гомологов и только 

два из них, гены – GGT1 и GGT5 – кодируют белки с ферментативной 

активностью. Несмотря на то что аминокислотная последовательность 

выявила высокую идентичность (40%) между белками GGT1 и GGT5 

(Heisterkamp et al, 2008), GGT5 показала активность менее 4% по сравнению 

с GGT1 при гидролизе GSH, GSSG и лейкотриена C4 (Wickham and et al, 

2011). Белки GGT1 и GGT5 локализованы в цитоплазматической мембране 

каталитическим центром во внеклеточную среду (Bachhwat and Kaur, 2017).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tate%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6118826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meister%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6118826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohkama-Ohtsu%20N%5Bauth%5D
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Клетки S. cerevisiae содержат одну GGT, кодируемую геном ECM38. 

Белок GGT локализован в вакуолярной мембране и своим активным центром 

обращен в полость вакуоли (Jaspers and Penninckx, 1984). 

Функциональная активность GGT в клетках эукариот регулируется на 

уровне транскрипции м-РНК и на уровне изменения активности белка 

различными оксидантами, а также соединениями, генерирующими радикалы 

кислорода (Markey et al, 1998, Liu et al, 1998, Whitfield, 2001). Такие вещества 

как алкоголь, лекарства, канцерогены способны увеличивать экспрессию 

GGT в несколько раз в различных клетках и тканях (Brown et al, 1998, 

Griffiths et al, 1995).  

В S. cerevisiae экспрессия ECM38 зависит от природы источника азота. 

Репрессия ECM38 происходит при росте на богатых источниках азота, таких 

как глутаминовая кислота или ионы аммония, а рост на бедных источниках 

азота, таких как пролин и мочевина, приводит к дерепрессии гена. Анализ 

промоторной области ECM38 S. cerevisiae показал наличие восьми 

GAT(T/A)A нуклеотидных повторов, которые являются регуляторными 

элементами для взаимодействия с транскрипционными факторами, которые 

относятся к семейству GATA белков и содержат домены типа «цинковые 

пальцы». Участники данного семейства Nil1/Gat1 и Gln3 позитивно 

регулируют транскрипцию ECM38 (Stanbrough et al, 1995, Goffman et al, 

1996), а Gzf3 (то же семейство) действует как негативный регулятор при 

росте на различных источниках азота (Springael and Penninckx, 2003).  

 Основной биологической ролью GGT в эукариотических организмах 

является поддержание гомеостаза GSH и цистеина в клетках (Hanigan and 

Ricketts, 1993), а также участие в работе эндогенной антиоксидантной 

системы в клетках (Forman and Skelton, 1990). Белок GGT играет важную 

роль в метаболизме естественных биомолекул, таких как лейкотриен Е4, 

простагландины, эстрогены, а также ксенобиотиков, после их конъюгации с 

GSH. Удаление γ-глутамильного остатка с глутатионовых конъюгатов 

инициирует конверсию таких компонентов в меркаптуровые кислоты в 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Springael%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Penninckx%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529169
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реакциях детоксификации (Zhang et al, 2005). Недостаточность γ-глутамил-

трансферазной активности у мышей приводит к глутатионурии, 

глутатионемии, замедленному росту, катаракте, летаргии, укороченному 

времени жизни и отсутствию фертильности (Ristoff and Larsson, 2007). 

 Многими авторами показано изменение активности GGT при 

заболеваниях печени, сердечно-сосудистой системы, диабете и раке 

(Vanderlaan and Phares, 1981, Wannamethee et al, 1995, Hanigan, 1998, Whitfield, 

2001, Arkkila et al, 2001). Хотя биологический смысл вовлечения GGT в 

патологические процессы еще не изучен, изменение активности GGT уже 

долгие годы используется в медицине в качестве клинического маркера 

многих заболеваний. Например, GGT является высокоспецифичным и 

информативным маркером заболеваний гепато-билиарной системы потому, 

что повышение активности GGT появляется на ранних сроках повреждения 

гепатоцитов и удерживается на высоком уровне довольно длительное время 

(Lum and Gambino, 1972, Rosalki, 1975). Определение активности GGT 

широко используется в качестве маркера алкогольного повреждения печени, 

а также для контроля лечения алкоголизма (Rosalki and Rau, 1972).  

2.5.2. Суперсемейство γ-глутамилциклотрансфераз 

Суперсемейство γ-глутамилциклотрансфераз включает белки, для 

которых характерна определенная структура, представляющая собой  

β-складку, окруженную α-спиралью. Такую структуру впервые описали в 

бактериальном (Bacillus circulans) белке BtrG и белке млекопитающих γ-GCT 

(γ-глутамилциклотрансфераза) и назвали ее соответственно BtrG/γ-GCT 

укладка (Рисунок 5 из Oakley et al, 2008). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ristoff%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17397529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Larsson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17397529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosalki%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5038763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rau%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5038763
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Рисунок 5 – Схематическая диаграмма γ-GCT человека и ее ортологов из 

E. coli, Pirococcus horikoshii, Mus musculus и A. thaliana 
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Субстратами белков этого суперсемейста являются различные  

γ-глутамильные соединения, которые после ферментативной реакции дают 

соответствующий компонент, лишенный глутамильной группы, и  

5-оксопролин. К этому семейству относятся γ-GCT, которая катализирует 

превращение различных γ-глутамил-аминокислот в 5-оксопролин и 

свободные аминокислоты (Oakley et al, 2008); γ-глутамиламин- 

циклотрансфераза из клеток млекопитающих, которая катализирует 

образование 5-оксопролина и амина (Oakley et al, 2008); бактериальный 

белок BtrG, который катализирует образование бутирозина и 5-оксопролина 

(Llewellyn et al, 2007); белки семейства ChaC (Kumar et al, 2012). 

2.5.2.1. γ-Глутамилциклотрансфераза  

Несмотря на то что существование γ-глутамилциклотрансферазной 

активности было продемонстрировано несколько десятилетий назад 

(Orlowski et al, 1973) и фермент, осуществляющий эту реакцию, был выделен 

из эритроцитов человека (Board et al, 1978), ген γ-GCT (C7orf24) удалось 

клонировать только в 2008 году (Oakley et al, 2008). 

Изучение кристаллической структуры γ-GCT обнаружило, что 

отрицательный заряд остатка глутамата в 98 положении необходим для 

взаимодействия с положительно заряженной аминогруппой субстрата. 

Замена Glu98 на глутамин приводит к полной потере каталитической 

активности белка без изменения его структуры (Oakley et al, 2008).  

Фермент γ-GCT катализирует расщепление γ-глутамильных 

дипептидов с образованием 5-оксопролина и соответствующих аминокислот. 

Субстратная специфичность γ-GCT была определена по отношению к  

γ-глутамильным производным с метионином, аланином и глутамином. 

Интересно, что не было обнаружено активности γ-GCT по отношению к  

γ-глутамильным дипептидам с лейцином и валином, что говорит об ее 

избирательной субстратной специфичности (Orlowski and Meister, 1973). 
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Надо заметить, что фермент γ-GCT с широкой субстратной 

специфичностью был найден только у млекопитающих (Oakley et al, 2008). 

Гомологи γ-GCT, найденные у растений и дрожжей не обнаружили 

активность по отношению к γ-глутамильным аминокислотам (Bachhawat and 

Kaur, 2017).  

2.5.2.2. Семейство ChaС белков: Сha1и Сha2. Их физиологическая роль 

Белки ChaС деградируют GSH с образованием 5-оксопролина и  

Cys-Gly. Обозначение ChaС произошло от первого описанного представителя 

семейства ChaС белков, который входит в состав оперона CHA  

(Са
2+

/Н
+
 транспортер) E.coli (Ivey et al, 1993).  

Участники ChaС семейства найдены во многих организмах – бактериях, 

дрожжах и высших эукариотах. Высшие многоклеточные организмы 

содержат два паралога ChaС семейства: ChaС1 и ChaС2. В E.coli и дрожжах 

аннотировано по одному гомологу, ChaС и GCG1, соответственно (Kumar et 

al, 2016). У млекопитающих ChaС1 был впервые идентифицирован как 

проапоптический фактор, который индуцируется во время стресса 

эндоплазматического ретикулума (Mungtue et al, 2009).  

Несмотря на то, что ChaС1 показал гомологию 88%, а ChaС2 – 94% при 

сравнении аминокислотных последовательностей белков мыши и человека, 

гомология между ChaС1 и ChaС2 составляет только 50%. Построение 

филогенетического дерева членов ChaС семейства из разных организмов 

показало, что ферменты ChaС1 и ChaС2 являются представителями двух 

различных филогенетических ветвей (Kaur et al, 2016).  

Детальное исследование ChaС1 показало, что, несмотря на то что белок 

относится к семейству γ-глутамилциклотрансфераз, cодержащих структуру 

BtrG/GGCT, он специфически взаимодействует только с GSH и не проявляет 

никакой активности по отношению к γ-глутамильным пептидам. Более того, 

ChaС1 активен только по отношению к востановленному GSH (Kumar et al, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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2012, Crawford et all, 2014). Км ChaС1 для GSH находится в районе 2-3 мМ 

(Kumar et al, 2012).  

Одной из физиологических функций ChaС1 считают обеспечение 

клеток необходимыми аминокислотами в условиях стресса. При активации 

ChaС1 усиливается деградация GSH, в результате чего клетка обеспечивается 

важными аминокислотами: L-глутаматом, L-цистеином и глицином 

(Bachhawat and Kaur, 2017).  

Другая функция ChaС1, возможно, связана с регулированием 

окислительного-восстановительного потенциала в клетке. Известно, что 

соотношение GSH:GSSG различается в цитоплазме и эндоплазматическом 

ретикулуме (ЭР): от 30:1 до 100:1 в цитоплазме и от 1:1 до 1:3 в ЭР (Hwang et 

al, 1992). Поддержание окисленного GSH в ЭР на высоком уровне 

необходимо для образования дисульфидных связей и правильного 

сворачивания большого числа образующихся в нем белков. Дисульфид 

изомераза и другие оксиредуктазы используют GSSG в качестве акцептора 

протонов водорода в реакциях тиол-дисульфидного обмена (Noiva and 

Lennarz, 1992). Низкое соотношение GSH:GSSG в ЭР поддерживается 

импортом GSSG из цитозоля и, возможно, экспортом GSH из ЭР в 

цитоплазму (Hwang et al, 1992). 

Учитывая тот факт, что белок ChaС1 специфично взаимодействует 

только с восстановленным GSH, внезапная индукция его синтеза может 

приводить к резкому изменению соотношения GSH:GSSG, результатом 

которого становится окислительный сдвиг клеточного редокс-статуса, что, в 

свою очередь, может инициировать каскады путей чувствительных к 

изменению окислительно-восстановительного потенциала клетки (Bachhawat 

and Kaur, 2017). Например, как было обнаружено в S. cerevisiae, экспрессия 

гена ChaС1 млекопитающих в клетках дрожжей влияла на уровень 

восстановленного GSH, что приводило к изменению редокс-сигналов 

внутриклеточной среды, в результате которого происходила активация 

кальциевых транспортеров (Chandel et al, 2016).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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Экспрессия гена ChaС1 находится под строгой регуляцией при 

различных условиях, к которым относятся стресс в эндоплазматическом 

ретикулуме (Mungtue et al, 2009), голодание по аминокислотам (Tattoli et al, 

2012), рак (Goebel et al, 2012, Joo et al, 2012, Selvik et al, 2013), диабет и 

вирусные инфекции (Tang et al, 2013, Zhang et al, 2008), атеросклероз 

(Romanoski et al, 2011). 

 В отличие от ChaС1, гомологи белка ChaС2 найдены во всех типах 

организмов, включая одноклеточных и высших многоклеточных. 

Исследования белка ChaС2 человека, мышей и дрожжей, показали, что эти 

ферменты находятся в цитозоле, их субстратом является восстановленный 

GSH, а продуктами деградации 5-оксопролин и CG (Kaur et al, 2016). 

 Несмотря на то, что белки семейства ChaС имеют структуру 

BtrG/GGCT и используют один и тот же субстрат, каталитическая 

эффективность ChaС1 и ChaС2 сильно отличается. При сравнимой Км у 

ChaС1 и ChaС2 для GSH, 2,2 мМ и 3,7 мМ, соответственно, Ккат ChaС1 и 

ChaС2 по отношению к GSH отличается в 14 раз и составляет 15,9 и  

225 мин.
-1

, соответственно. Из этого следует, что белок ChaС2 может 

взаимодействовать с GSH с эффективностью в 10-20 раз меньше, чем белок 

ChaС1 (Kaur et al, 2016).  

 Филогенетический анализ показал, что ортологи ChaС1 присутствуют 

только в высших эукариотах, в то время как ChaС2 – более древняя ветвь 

белков, которые были найдены во всех группах организмов. И хотя 

филогенетическое разделение в некоторых случаях не так отчетливо, 

изучение ChaС из E. coli и GCG1 из S. cerevisiae показало, что ферменты этих 

организмов имеют кинетические характеристики более близкие к ChaС2, чем 

к ChaС1 (Kaur et al, 2016). 

 Интересно, что в A. thaliana нашли три гомолога ChaС2 белков: 

GGCT2;1, GGCT2;2, GGCT2;3 и ни одного гомолога ChaС1. Активность 

белка GGCT2;1 регулируется голоданием по сере и функционально он ближе 

к ChaС1 (Kumar et al, 2015); GGCT2;2, GGCT2;3 функционально похожи на 
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других членов ChaС2 группы. Все GGCT2 гомологи A. thaliana находятся в 

цитоплазме и обладают низкой каталитической активностью (Kumar et al, 

2015, Paulose et al, 2013).  

 В отличие от ChaС1 белков, фермент ChaС2 млекопитающих не 

индуцируется при любых известных условиях. Базальный уровень 

экспрессии гена ChaС2 выше, чем ChaС1, и не изменяется в норме и при 

стрессе, в отличие от гена ChaС1, транскрипция которого строго зависит от 

наличия аминокислотного голодания и стресса эндоплазматического 

ретикулума. Это подтверждает гипотезу, что ChaС2 является конститутивно 

экспрессируемым белком, предназначенным для постоянного медленного 

катаболизма GSH, а ChaС1 активируется во время стресса для 

неопределенных окончательно целей (Kaur et al, 2016).  

 Инактивация GCG1, гомолога ChaС2 дрожжей, не выявила видимого 

фенотипа, а делеция ChaС E. coli показала незначительное изменение в 

подвижности клеток (Kumar et al, 2016).  

 Таким образом, можно сделать вывод, что ChaС2 является 

«примитивным» ферментом с низкой каталитической активностью и 

функционирует в первую очередь в качестве белка «домашнего хозяйства». В 

то же время ChaС1 эволюционно «молодой» фермент, появившийся 

значительно позже только у высших организмов и, похоже, взявший на себя 

функции защитного белка, участвующего в ответных реакциях клеток на 

стресс и/или влияющего на сигнальные пути.  

2.5.3. Оксопролиназы 

5-Оксопролиназы катализируют АТФ-зависимую реакцию гидролиза  

5-оксопролина с образованием глутамата. 5-Оксопролин – это циклическое 

производное глутамата (так же называемая пироглутаматом), которая 

образуется в результате ряда ферментативных реакций, катализируемых 

белками суперсемейства γ-глутамилциклотрансфераз (Kumar and Bachhawat, 

2012). 5-Оксопролиназы играют важную роль в регенерации глутамата. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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Накопление 5-оксопролина в таких биологических жидкостях как моча, 

кровь и спинномозговая жидкость приводит к серьезному метаболическому 

ацидозу, гемолитической анемии и дисфункции центральной нервной 

системы у человека (Dahl et al, 1997). Таким образом, своевременное 

удаление 5-оксопролина из биологических жидкостей является 

физиологически важным процессом, а 5-оксопролиназа это единственный 

известный в настоящее время фермент, который утилизирует 5-оксопролин в 

клетках эукариот (Kumar and Bachhawat, 2017). 

Высокоочищенная 5-оксопролиназа была получена из ткани почек 

крысы и бактерий Pseudomonas putida. 5-Оксопролиназа крысы состоит из 

двух почти идентичных, субъединиц, которые удерживаются вместе 

посредством сильных взаимодействий, тогда как 5-оксопролиназа P. putida 

состоит из двух функционально различных, легко диссоциирующих 

белковых компонентов А и В. Компонент А участвует в АТФ-зависимом 

фосфорилировании, присоединенного ферментом 5-оксопролина, а 

компонент В участвует в совместном с компонентом А гидролизе субстрата. 

Изучение механизма действия 5-оксопролиназ показало неожиданное 

сходство с гидантоиназами, которые также способны гидролизовать 

имидную связь пятичленного кольца, но при этом 5-оксопролиназы не всегда 

нуждаются в наличии АТФ (Guo-jie et al, 1996).  

Белок Oxp1 S. cerevisiae был описан в 2010 году как АТФ-зависимая  

5-оксопролиназа, состоящая из 1286 аминокислот. Исследование 

характеристик очищенной рекомбинантной 5-оксопролиназы дрожжей 

показало, что белок является димером с Км для 5-оксопролина 159 мкМ. 

Белок Oxp1, как и 5-оксопролиназа P. putida, состоит из двух легко 

диссоциирующих компонентов, которые, похоже, тоже выполняют разные 

функции (Kumar and Bachhawat, 2010).  

 Новый тип АТФ-независимой 5-оксопролиназы была обнаружен в 

бактериях Alcaligenes faecalis N-38A. Анализ очищенного белка показал, что 

он являетстя мономером с молекулярной массой 47 кДа. Фермент 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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специфически катализировал дециклизацию L-пироглутамата без гидролиза 

АТФ (Nishimura et al, 1998). 

Несмотря на то, что 5-оксопролиназы есть во многих организмах, даже 

неспособных к образованию GSH (что указывает на множественные пути 

образования 5-оксопролина), почти ничего неизвестно о регуляции синтеза 

этой группы ферментов (Kumar and Bachhawat, 2017). 

2.5.4. Cys-Gly пептидазы 

Независимо от присутствия ферментов, которые инициируют 

деградацию GSH, дипептид Cys-Gly является неизменным продуктом любой 

реакции катаболизма GSH. Последующая пептидазная реакция разложения 

Cys-Gly очень важна для клетки для восстановления пулов цистеина и 

глицина, кроме того, накопление Cys-Gly оказывает токсическое действие на 

клетку (Kaur et al, 2009). 

По причине того, что катаболизм GSH происходит и в цитоплазме, и 

вне ее, пептидазы, деградирующие Cys-Gly, найдены как в цитозоле, так и во 

внеклеточном пространстве. Известные дипептидазы относятся к семействам 

М17, М19, М1 и М20 металлопептидаз (Kumar and Bachhawat, 2017). 

2.5.4.1. Цитозольные Cys-Gly пептидазы. Металлопептидазы семейства 

М17 и M20A 

 В состав семейства М20А металлопептидаз входят дипептидаза 

дрожжей Dug1 и пептидаза млекопитающих CNDP1. Изначально белок Dug1 

был идентифицирован в дрожжах в качестве компонента альтернативного 

пути деградации GSH, который обладает пептидазной активность по 

отношению к Cys-Gly. Было показано, что ген DUG1 кодирует главную  

Cys-Gly дипептидазу S. cerevisiae, так как штамм с делецией этого гена не 

может использовать GSH и Cys-Gly в качестстве единственного источника 

серы. Также в результате инактивации DUG1 увеличивалась 

внутриклеточная концентрация дипептида. Исследование характеристик 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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Dug1 in vitro показало, что белок является гомодимером и функционирует 

как цинк- или марганец- зависимая пептидаза. Белок Dug1 имеет высокую 

субстратную специфичность к дипептиду Cys-Gly, в то время как три- и 

тетрапептиды не являются его субстратами (Kaur et al, 2009).  

Активность белка CdpA, который охарактеризован как гомолог Dug1 в 

Aspergillus oryzae, была проверена на нескольких субстратах. Белок CdpA 

показал высокую субстратную специфичность (за 100% была взята 

активность по отношению к Cys-Gly) по отношению к Ala-Cys, Leu-Cys,  

Cys-Ala (161%, 132%, 95%, соответственно) и так же, как и Dug1, не 

катализировал деградацию трипептидов (Hattori et al, 2011). 

Два гомолога Dug1 было найдено у человека – CNDP1 и CNDP2. Белок 

CNDP1 – это карнозиназа, субстратом которой является β-Ala-His, или 

карнозин; в то время как белок CNDP2 описан как карнозин-подобная 

дипептидаза. При этом только CNDP2 активен по отношению к Cys-Gly  

(Км 0,6 мМ) и комплементирует инактивацию Dug1 в дрожжах при росте на 

Cys-Gly в качестве единственного источника серы. Белок CNDP2, как и Dug1, 

не проявляет никакой активности по отношению к три- и тетрапептидам 

(Kaur et al, 2009). 

Интересно отметить, что несмотря на наличие Cys-Gly дипептидаз, 

относящихся к семейству М20 металлопиптедаз, в дрожжах и у человека, 

гомологи этого семейства отстствуют в бактериях и растениях (Kumar and 

Bachhawat, 2017). 

Металлопептидазы семейства М17 были описаны как дипептидазы II, 

аминолейцил-пептидазы, лейцил-пептидазы, лейцил-аминопептидазы (LAP), 

цитозольные пептидазы или просто пептидазы. Представители семейства 

М17 металлопептидаз найдены в растениях, животных, некоторых дрожжах 

(хотя в S. cerevisiae отсутствуют). 

Белок LAP, выделенный из хрусталика глаза быка является гексамером, 

который предпочитает в качестве субстрата дипептиды, содержащие в  

N-концевой области алифатические аминокислоты с объемным радикалом. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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Каждая субъединица белка содержит по два сайта для присоеденения ионов 

цинка, которые необходимы для каталитической активности. Ионы цинка 

могут заменяться другими двухвалентными катионами с определенной 

избирательностью: так в одном из сайтов Zn
2+

 легко может заменяться Mn
2+

, 

Mg
2+

 или Co
2+

, второй сайт селективно взаимодействует с Zn
2+ 

или Co
2+

. 

Вариабельность ионов в первом сайте отражается на субстратной 

специфичности фермента (Cappiello et al, 2006).  

Недавно LAP была охарактеризована в качестве основного фермента, 

гидролизующего Cys-Gly в печени крысы и хрусталике глаза быка (Josch et al, 

2003, Cappiello et al, 2004). Максимальная эффективность гидролиза с  

Км 0,57 мМ для Cys-Gly по сравнению с другими дипептидами была 

продемонстрирована при введении в первый сайт белка LAP Mn
2+

 (Cappiello 

et al, 2004). 

Пептидаза LAP1 из A. thaliana была давно охарактеризована как 

цитозольная пептидаза, но ее способность гидролизовать Cys-Gly никогда не 

тестировалась. Белок LAP-А из томатов был единственным известным 

ферментом растений с низкой пептидазной активностью по отношению к 

Cys-Gly. Фермент LAP-А показал самое высокое сродство к Arg-Leu и  

Leu-Leu среди проверенных ди- и трипептидов. Км белка LAP-А, показанная 

для Arg-Leu (1,4 мМ), была близка к Км очищенного белка LAP1 из  

A. thaliana, измеренной для Cys-Gly (1,3 мМ) (Kumar et al, 2015). 

2.5.4.2. Мембраносвязанные Cys-Gly металлопептидазы. Аминопептидаза 

N и мембранная дипептидаза 

Аминопептидаза N является членом семейства металлопептидаз М1. 

Ферменты данного семейства широко представлены в различных тканях 

млекопитающих, в почках, печени, мозге, кишечнике, плаценте. Белки М1 

семейства металлопептидаз действуют на N-концевые аминокислоты 

коротких и длинных олигопептидов. На культуре нейронов крысы было 

показано, что аминопептидаза N, ассоциированная с плазматической 
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мембраной нейронов, участвует в деградации Cys-Gly, который образуется в 

результате действия мембранной GGT астроцитов на внеклеточный пул GSH. 

Таким образом, аминопептидаза N является важным ферментом для 

метаболической кооперации между астроцитами и нейронами при 

метаболизме GSH в мозге (Dringen et al, 2001).  

Аминопептидаза N, выделенная из ткани почек крыс, имеет Км 1,2 мМ 

по отношению к Cys-Gly. Считается, что на этот фермент приходится 50% 

пептидазной активности, связанной с утилизацией Cys-Gly в почках крысы 

(McIntyre and Curthoys, 1982). 

 Мембранная дипептидаза (MDP) была найдена во многих тканях 

разных видов животных и человека. Zn
2+

-зависимая металлопротеаза MDP 

расположена на клеточной поверхности за счет гликозил-фосфатидил-

инозитольного (GPI) якоря и способна гидролизовать различные дипептиды 

(Nitanai et al, 2002), причем этот фермент активен только по отношению к 

дипептидам (Campbell et al, 1966).  

Белок MDP показал принципиальную активность по отношению  

S-N-этилмалеимид-L-цистеинил-глицину, S-производным L-цистеинил-

глицина, L-цистеинил-бис-глицину, что говорит о важной его роли в 

метаболизме GSH и его конъюгатов (Nitanai et al, 2002). У мышей с 

инактивированной MDP повышается уровень L-цистеинил-бис-глицина, 

который является продуктом активности GGT (Kosak and Tate, 1981, Nitanai 

et al, 2002). 

2.5.5. Альтернативный путь деградации GSH в S. cerevisiae комплексом 

(Dug2p-Dug3p)2 

Специфичный путь деградации GSH был найден в грибах. Kumar и 

соавторы в своей работе показали возможность использования GSH в 

качестве единственного источника серы в штамме S. cerevisiae, несущем 

делеции гена MET15, кодирующего О-ацетил-гомосерин О-ацетил серин 

сульфогидролазу, необходимую для биосинтеза метионина и цистеина, и гена 
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ECM38, кодирующего γ-глутамилтрансферазу. В результате делеции гена 

MET15 штамм становился неспособным к росту на среде без добавления 

органического источника серы, т.е. становился ауксотрофным по цистеину, 

метионину, гомоцистеину и S-аденозил-метионину. Делеция гена ECM38 

убирала известную γ-глутамилтрансферазную активность. Способность 

описанного штамма утилизировать экзогенный GSH привела авторов к 

предположению о существовании дополнительного пути деградации GSH – 

DUG (Defective in Utilization of Glutathione) (Kumar et al, 2002).  

Изучение ферментов альтернативного пути деградации GSH показало, 

что он протекает в цитоплазме благодаря трем белкам Dug1, Dug2 и Dug3. 

Белок Dug1, как было описано выше, относится к семейству M20А 

металлогидролаз и обладает пептидазной активностью по отношению к 

цистеинил-глицину.  

Белок Dug2 состоит из 878 аминокислотных остатков. BLAST анализ 

выявил, что фермент имеет два разных домена. N-концевой домен (19-366 ак. 

о.) содержит повтор WD40, представляющий собой последовательность 

тандемно расположенных повторяющихся единиц, количество которых 

варьирует (Ganguli et al, 2007). Одна такая единица содержит около 40 

аминокислотных остатков и обычно начинается с пары Gly-His, а 

заканчивается Trp-Asp. Повторы WD40 участвуют во взаимодействии 

доменов при образовании мультивалентных комплексов больших белков. 

Через модули WD40 происходит временное взаимодействие двух или более 

белков, которое необходимо для каталитической активности образованного 

комплекса (Smith et al. 1999). C-концевая область Dug2 (423–878 ак. о.) имеет 

гомологию с семейством M20А металлогидролаз (Ganguli et al, 2007). 

Белок Dug3 состоит из 357 аминокислотных остатков и содержит  

N-концевой домен семейства глутамин амидотрансфераз (GATase) класса II, 

участники которого способны катализировать удаление амминогруппы 

глутамина с последующим переносом ее на другой субстрат и образованием 

новой C-N связи (Ganguli et al, 2007). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ganguli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17179087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ganguli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17179087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ganguli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17179087
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Дальнейшее исследование ферментов альтернативного пути 

деградации GSH показало, что белки Dug2 и Dug3 образуют деградосомный 

комплекс (Dug2p-Dug3p)2 с Км для GSH 1,2 мМ. Глутамин-

амидотрансферазный домен Dug3 содержит остаток цистеина, который 

является нуклеофилом, необходимым для каталитической активности 

фермента, а Dug2 посредством димеризации через M20А домены образует 

гомодимер, служащий платформой для сборки комплекса. Обе субъединицы 

гомодимера Dug2 взаимодействует с Dug3 через C-концевые домены WD40. 

После образования активного комплекса (Dug2-Dug3)2, деградосома может 

связывать GSH, разрывая γ-глутамильную связь, с высвобождением 

глутамата и цистеинил-глицина (Рисунок 6, из Kaur et al, 2012). 

Предполагают, что триггером для сборки комплекса является голодание по 

сере (Kaur et al, 2012).  

 

Рисунок 6 –Деградация GSH комплексом (Dug2-Dug3)2 по Kaur et al, 2012 

 

Существует мнение, что деградация GSH происходит исключительно в 

цитоплазме клеток S. cerevisiae комплексом (Dug2-Dug3)2 и является 

основным путем его катаболизма, а белок Ecm38, локализованный в вакуолях, 

участвует в деградации конъюгатов GSH (Baudouin-Cornu et al, 2012). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baudouin-Cornu%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22170048
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Наличие DUG пути было продемонстрировано в мицелиальных грибах 

Aspergillus nidulans (Spitzmüller et al, 2015) и патогенных дрожжах Candida 

albicans (Desai et al, 2011). Гомологи Dug2 и Dug3 были описаны только в 

дрожжах и мицелиальных грибах, что указывает на уникальность данных 

белков для царства грибов (Bachhawat A.K. and Kaur A., 2017). 

2.6. Субстратная специфичность ферментов γ-глутамильного цикла 

Многие ферменты обладают широкой субстратной специфичностью, 

что определяет гибкость метаболических путей и обеспечивает высокую 

адаптивность микрорганизмов к изменяющимся условиям роста. Как 

упоминалось выше, различные γ-глутамильные пептиды могут 

образовываться в результате активности GGT и как побочный продукт 

действия ферментов биосинтеза GSH GCL и GS, а также некоторых других 

ферментов. Поэтому, в этой главе мы рассмотрим возможность ферментов 

GCL, GS и GGT использовать различные субстраты. 

2.6.1. Субстратная специфичность GCL 

 Субстратная специфичность GCL E.coli в присутствие ионов магния и 

марганца была детально изучена Kelly с соавторами. Было показано, что 

ионы Mg
2+

 и Mn
2+

, изменяют субстратную специфичность GCL при 

связывании аминокислотных субстратов и ингибиторов. Субстратная 

специфичность GCL E.coli представлена в Таблице 4. Активность GCL 

измерялась по скорости образования АДФ. Реакционная смесь для изучения 

субстратной специфичности в отношении L-глутамата и его аналогов 

содержала 25 мМ L-α-аминобутирата и 10 мМ АТФ. Реакционная смесь для 

изучения субстратной специфичности в отношении L-цистеина и его 

аналогов содержала 25 мМ L-глутамата и 10 мМ АТФ. Концентрации Mg
2+

 и 

Mn
2+ 

составляли 25мМ и 10 мМ, соответственно (Kelly et al, 2002).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bachhawat%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22277648
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Таблица 4 – Субстратная специфичность GCL E.coli в отношении аналогов 

L-глутамата и L-цистеина (по Kelly et al, 2002) 

Субстрат Km 

Mg
2+

 Mn
2+

 Mg
2+

/Mn
2+

 

L-глутаматa
а
 1,9±0,2 0,32±0,03 5,9 

D-глутамат 75±9 5,9±0,7 12,7 

α-метил-L-глутамат 3,9±0,4 0,41±0,07 9,5 

α-этил-L-глутамат 18,2±4,9 0,53±0,13 34 

N-метил-L-глутамат 27,6±5,2 0,37±0,02 75 

L-цистеин
б
 0,1±0,02 0,045±0,004 2,2 

S-метил-L-цистеин 8,1±0,5 0,32±0,03 25,3 

Глицин 17,6±0,2 1,7±0,2 10,4 

L-аланин 21,7±3,6 7,8±2,3 2,8 

L- α-аминобутират 3,9±0,4 0,41±0,1 9,5 

L-норвалин 61±7 16,3±2,4 3,8 

L-норлейцин 33,3±5,6 12,6±4,7 2,7 

β-хлоро-L-аланин 0,17±0,04 0,031±0,001 5,5 

β-циано-L-аланин 0,28±0,3 0,028±0,004 10 

L-серин 24,6±2,8 7,6±1,6 3,2 

О-метил-D, L-серин 31,1±2,7 6,1±0,8 5,1 

L-треонин 73,9±8,8 114±10 0,65 

L-allo-треонин 18,8±2,4 4,4±0,5 4,3 

L-C-аллилглицин 6,9±0,6 4,2±0,4 1,6 

L-валин 27,1±5,5 21±3 1,3 

L-лейцин 57,9±6,4 19±6 3 

L-изолейцин 23±7 9,3±1,1 2,4 

β-амино-iso-

изобутират 

29,9±2,3 6,1±0,8 4,9 

а
 – в присутствии MgCl2 (40 мМ) или MnCl2 (4 мМ) аналоги L-глутамата:  

β-глутамат, R,S-метил-D,L-глутамат, R,S-γ-метил-D,L-глутамат, L-аспартат и 

D,L-α-аминоадипат показали активность ˂1%.  
б
 – ниже следуют аналоги L-цистеина 

 

Фермент GCL E.coli проявляет достаточно узкую субстратную 

специфичность в отношении аналогов L-глутамата – только D-глутамат,  

N-метил- и α-алкилпроизводные показали значительную активность. В целом, 

замена Mg
2+

 на Mn
2+ 

значительно снижает значения Kм для бедных аналогов 

L-глутамата. Однако, аналоги неактивные с Mg
2+ 

также неактивны с Mn
2+ 
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(Kelly et al, 2002). Следует отметить, что некоторые аналоги L-глутамата, в 

том числе β-глутамат, β-метилглутамат, γ-метилглутамат и L-α-аминоадипат, 

являясь бедным субстратом для GCL E.coli, проявляют значительную 

активность с GCL крысы (Sekura and Meister, 1977). 

В отличие от узкой субстратной специфичности в отношении аналогов 

L-глутамата, GCL E.coli имеет более широкий спектр взаимодействий с 

аналогами L-цистеина (Таблица 4). Некоторые аналоги, такие как L-норвалин 

и β-амино-iso-изобутират показали себя бедными субстратами для GCL E.coli, 

однако они являются активными субстратами для GCL млекопитающих 

(Orlowski and Meister, 1971, Rathbun, 1976b). Как и в случае с аналогами  

L-глутамата при замене Mg
2+

 на Mn
2+ 

значительно снижаются значения Kм 

для бедных субстратов, таких как L-норлейцин, L-лейцин, L-норвалин и 

другие (Kelly et al, 2002). 

2.6.2. Субстратная специфичность GS 

Изучение сайтов связывания GS, выделенной из почек крысы, с 

помощью метильных и других аналогов в качестве субстратов показало, что 

области связывания для глицина и цистеинильной группы L-γ-глутамил- 

L-цистеина высококонсервативны, тогда как дипептидные субстраты, 

содержащие L-γ-глутамильный остаток, легко заменяются такими аналогами 

как D-γ-глутамил, α-метил-, β-метил-, γ-метил- и N-метилглутамил,  

β-аминоглутарил и N-ацетил остатками. Активность GS по отношению к  

L-γ-глутамил аминокислотам определялась по количеству образования 

NADH в течение 2 минут в реакционной смеси, содержащей 150 мМ Tris HCl, 

100 мМ KCl, 5 мМ АТФ, 2,5 мМ ФЕП, 20 мМ MgCl, 0,1 мМ ЭДТА, 5 мМ 

[
14

С]глицина и соответствующий аналог. Во всех случаях образование 

[
14

С]трипептида хорошо совпадало (±5%) с общим окислением NADH 

(Oppenheimer et al, 1979). Данные по ферментативной активности GS по 

отношению к L-γ-глутамил аминокислотам сведены в Таблице 5. 
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Таблица 5 – Активность GS по отношению к L-γ-глутамил аминокислотам 

(Oppenheimer et al, 1979) 

Субстрат Активность 

мМ нМ Относительная 

L-γ-глутамил-L-α-аминобутират (5) 69,4 [100] 

L-γ-глутамил-L-цистеин (5)                                             70,7 102 

L-γ-глутамил-L-(S-метил) цистеин (5)                          16,6 24 

L-γ-глутамил-D-α-аминобутират (5)                              0,7 1 

L-γ-глутамил-DL-α-метил-α-аминобутират (10)           0 0 

L-γ-глутамил-DL-N-метил-α-аминобутират (10)          0 0 

L-γ-глутамил-DL-β-аминобутират (10)                            1,5 2 

L-γ-глутамил-DL-β-аминоизобутират (10) 0 0 

L-γ-глутамил-L-серин (5)  53,5 77 

L-γ-глутамил-глицин (5)                                             5,3 8 

L-γ-глутамил-L-аланин (5)                           38,5 55 

L-γ-глутамил-L-норвалин (5)                           6,3 9 

L-γ-глутамил-L-норлейцин (5)                           0,5 1 

L-γ-глутамил-L-валин (5)
а
                           0 0 

а
 – L-гамма-глутамильные пептиды, содержащие L-изолейцин, L-аспарагин, 

L-пролин, L-фенилаланин, L-лизин, L-метионин, D-метионин и глицил-

глицин были также неактивными субстратами. 

 

Активность GS по отношению к аминокислотному остатку во втором 

положении определялась в реакционной смеси, содержащей 50 мМ глицина 

или его аналогов по образованию АДФ (Oppenheimer et al, 1979). Данные по 

ферментативной активности GS по отношению к глицину и его аналогам 

сведены в Таблице 6.  
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Таблица 6 – Активность GS по отношению к глицину и его аналогам  

(по Oppenheimer et al, 1979) 

Субстрат Активность 

мМ нМ Относительная 

глицин 39 [100] 

аминоксиацетат 20,7 53 

N-гидроксиглицин 12,9 33 

аминометансульфонат 0
а
 0 

саркозин 0 0 

L-аланин          0 0 

D-аланин 0 0 

β-аланин 0 0 

глицинамид 0 0 

а
 – при концентрации 400 нМ активность по отношению к 

аминометансульфонату была 7 %  

 

Большинство высших растений содержит GSH, который выполняет 

присущие ему основные функции, но в некоторых, экономически важных 

сельскохозяйственных культурах, он отсутствует и полностью, или частично 

заменен другими необычными тиольными соединениями. Например, в сортах 

бобовых, включая сою (Glycine maxL.), hGSH (гомоглутатион, или  

γ-глутамил-L-цистеинил-β-аланин) является доминирующим тиолом 

(Klapheck, 1988). Очищенная рекомбинантная глутатионсинтетаза из соевых 

бобов показала в 6 раз более высокую специфическую активность по 

отношению к β-аланину, чем к глицину (Km 0,32±0,08 и 19±6, 

соответственно) (Skipsey et al, 2005). 

2.6.3. Субстратная специфичность GGT 

 Сайт связывания субстратов γ-глутамилтрансферазы можно условно 

разделить на три области, в соответствии с составляющими GSH 

аминокислотами, – участки связывания γ-глутамильной группы, остатков 

цистеина и глицина (Thompson and Meister, 1977, 1979).  

γ-Глутамилтрансфераза обнаруживает широкую субстратную 

специфичность по отношению к γ-глутамильным субстратам. Особая 
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вариабельность проявляется во втором положении, т.е. в области связывания, 

соответствующей цистеинильному остатку GSH. Некоторые S-конъюгаты 

GSH и γ-глутамил-p-нитроанилид, широко используемые в качестве 

донорных молекул γ-глутамильного остатка при измерении ферментативной 

активности γ-глутамилтрансферазы, проявляют большую активность, чем 

сам GSH (Tate, 1975, Mclntyre and Curthoys, 1979). Донорами γ-глутамильной 

группы могут выступать как L-, так и D-изомеры γ-глутамильных 

соединений (Taniguchi and Ikeda, 1998). Такая широкая субстратная 

специфичность GGT дает возможность ферменту принимать участие в 

метаболизме большого числа S-глутатионовых конъюгатов ксенобиотиков.  

В качестве акцепторов GGT предпочитает L-изомеры нейтральных 

аминокислот, таких как цистин, метионин, глутамин, аланин и серин в 

качестве свободной аминокислоты или на месте первого остатка дипептида 

(Thompson and Meister, 1977). Аминокислоты с разветвленными цепями 

относительно слабые акцепторы GGT, а D-изомеры и L-пролин абсолютно не 

активны в качестве субстратов (Tate and Meister, 1985). Определение 

относительной активности GGT при выборе остатка во втором положении 

дипептидов показало, что наиболее предпочтительным аминокислотным 

остатком является глицин (Thompson and Meister, 1977). 

2.7. Особенности конструирования штаммов S. cerevisiae для пищевой 

промышленности 

 Человечество эксплуатирует традиционные процессы брожения 

дрожжей уже несколько тысячелетий для получения вина, пива и хлеба. В 

настоящее время дрожжи используют для производства кормового и 

пищевого белка, витаминов, ферментов, органических кислот, незаменимых 

аминокислот, усилителей вкуса и других биологически активных веществ, а 

также применяют в индустрии здорового питания в качестве вкусо-

ароматической добавки. Современные научные достижения позволяют 

выделение, конструирование и производство в промышленных масштабах 
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новых штаммов дрожжей, удовлетворящих специфическим требованиям 

пищевой промышленности (Becatorou et al, 2006). 

 Штаммы-продуценты микроорганизмов являются основой 

промышленной биотехнологии. Для их конструирования используют методы 

метаболической инженерии и комбинаторные методы мутагенеза и отбора. 

Современные штаммы обычно не содержат плазмид и маркеров 

антибиотической устойчивости, а генетическая инженерия проводится 

методами гомологичной и сайт-специфичной рекомбинации. К штаммам, 

используемыем в пищевой промышленности, предъявляются особо высокие 

требования по безопасности – они не должны быть генетически 

модифицированы (non-GMO). Однако, в некоторых странах, например, в 

Японии, штаммы-продуценты, сконструированные без внесения чужеродной 

ДНК («self-cloning» штаммы) имеют статус генетически не 

модифицированных (Akada, 2002). Поэтому, использование принципов «self-

cloning» при конструировании штаммов-продуцентов может способствовать 

получению официального разрешения на их использование в пищевой 

промышленности (Steensels et al, 2014). 

 Традиционно используемым методом для удаления из генома 

нежелательной ДНК в S. cerevisiae является система селекции-контрселекции, 

основанная на использовании маркера URA3
+
 и 5-ФОА (5-фторооротовая 

кислота) (Boeke et al, 1984, 1987). Штаммы дрожжей, содержащие интактный 

ген URA3, не способны расти в присутствии 5-ФОА и соответственно 

штаммы, в которых ген URA3 инактивирован, не чувствительны к 5-ФОА. 

Комбинирование гомологичной рекомбинации с такой системой селекции-

контрселекции дает возможность вводить любые последовательности с 

последующим удалением остатков плазмид или чужеродной хромосомной 

ДНК (Rothstein, 1991, Sikorski and Boeke, 1991). 

 Пионерами в использовании описанной системы для делеций генов в  

S. cerevisiae с возможностью многократного использования маркера URA3 

были Alani с соавторами (Alani et al, 1987). Авторы создали генетическую 
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конструкцию, в которой ген URA3 был фланкирован прямыми повторами 

бактериальной последовательности hisG длиной 1,1 т.п.н. После введения 

подобной конструкции в геном и последующей селекции на 5-ФОА 

происходило удаление URA3 посредством гомологичной рекомбинации 

между фрагментами hisG, в результате которой, в геноме оставалась одна 

последовательность hisG (Рисунок 7). 

 

 

 

Рисунок 7 – Удаление гена URA3, фланкированного прямыми повторами 

hisG (рисунок по Alani et al, 1987) 

 

Элегантный метод «бесшовного» удаления генов c использованием 

системы селекции-контрселекции URA3
+
 и 5-ФОА был предложен Akada 

(Рисунок 8).  
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Рисунок 8 – Делеция гена HIS3 c использованием системы селекции-контр-

селекции URA3
+
 и 5-ФОА по Akada et al, 2006 

 

Делеция гена HIS3 была проведена конструкцией, полученной ПЦР с 

помощью праймеров, один из которых содержал 40 нуклеотидов 

гомологичных последовательности, прилегающей к целевому гену. При 

интеграции такой конструкции в заданный локус генома происходила 

делеция гена HIS3 и одновременное введение последовательности длиной 40 

нуклеотидов для последующего удаления маркера URA3.  

После контрселекции на 5-ФОА происходило «вырезание» гена URA3 

посредством гомологичной рекомбинации между расположенными в 
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одинаковой ориентации введенными 40 нуклеотидами и прилегающей к 

удаленному гену HIS3 последовательностью (Рисунок) (Akada et al, 2006). 

Существенным недостатком системы URA3
+
 и 5-ФОА является 

необходимость инактивации гена URA3 в хозяине, а промышленные 

штаммы-продуценты часто полиплоидны и прототрофны. Поэтому, эта 

система чаще используется для лабораторных гаплоидных штаммов 

(Hirosawa et al, 2004). 

В настоящее время в генной инженерии как многоклеточных, так и 

одноклеточных организмов, успешно применяют методы редактирования 

генома, основанные на использовании CRISPR-Cas9 системы. Данная 

система состоит из gRNA (направляющая РНК), последовательность которой 

гомологична ДНК-мишени в геноме и задается исследователем, и 

эндонуклеазы Cas9, которая вводит двухцепочечный разрыв в заданную 

последовательность, обычно длиной 20 нуклеотидов. Обязательным 

условием распознавания мишени ферментом Cas9 является наличие PAM 

(protospacer adjacent motif — мотив, смежный с протоспейсером), 

расположенного непосредственно за последовательностью гомологичной 

gRNA на 3'-конце целевого локуса ДНК (Рисунок 9 из DiCarlo et al, 2013).  

 

 

Рисунок 9 – Схема разрезания Cas9 мишени перед PAM 

последовательностью по DiCarlo et al, 2013 
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Каждый ортолог Cas9 узнает уникальную последовательность PAM. 

Например, для Streptococcus pyogenes Cas9 это NGG (где N – любой 

нуклеотид) (Ran et al, 2013).  

Репарация двуцепочечного разрыва, произведённого Cas9, может 

проводиться как за счёт негомологичного соединения концов, так и путём 

гомологичной рекомбинации. В результате соединения концов 

негомологичной рекомбинацией часто возникают небольшие вставки или 

делеции, способные разрушить рамку считывания белок-кодирующих генов с 

последующей утратой их функций. Образование множества двуцепочечных 

разрывов может приводить к появлению крупных делеций и даже инверсий 

(Sontheimer and Barrangou, 2015).  Репарация посредством гомологичной 

рекомбинацией подразумевает под собой замену поврежденной ДНК новой 

последовательностью с комплементарными областями выше и ниже разрыва, 

веденного белком Cas9. Таким образом, гомологичная рекомбинация 

позволяет исследователю вводить дополнительные аллели генов и изменять 

их экспрессию, вводить и удалять мутации и т.д. (Wilkinson and Wiedenheft, 

2014). 

Технология редактирования генома на основе CRISPR-Cas9 предлагает 

новый инструментарий для модификации промышленных дрожжей  

S. cerevisiae. Например, недавно был сконструирован винный штамм 

дрожжей S. cerevisiae, в котором инактивировали ген CAN1, кодирующий 

аргининовую пермеазу. Наличие данного белка в активном состоянии 

приводит к повышенному образованию мочевины дрожжами, а мочевина, в 

свою очередь, является основным предшественником для образования 

этилового эфира карбаминовой кислоты, который относится к канцерогенам 

(Vigentini et al, 2017). 

В то время как технологии, основанные на CRISPR, демонстрируют 

широкий спектр потенциальных применений и относятся к «self-cloning», 

законодательство, касающееся использования цисгенных генно-

отредактированных организмов, сильно различается в разных странах 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D0%B5%D0%B3%D0%BE%D0%BC%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%BD%D0%BE%D0%B5_%D1%81%D0%BE%D0%B5%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5_%D0%BA%D0%BE%D0%BD%D1%86%D0%BE%D0%B2
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BE%D0%BC%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D1%80%D0%B5%D0%BA%D0%BE%D0%BC%D0%B1%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B5%D0%BB%D0%B5%D1%86%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%B0%D0%BC%D0%BA%D0%B0_%D1%81%D1%87%D0%B8%D1%82%D1%8B%D0%B2%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D0%B2%D0%B5%D1%80%D1%81%D0%B8%D1%8F_(%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%8F)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sontheimer%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26078042
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barrangou%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26078042
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планеты. В недавнем постановлении ЕС говорится, что организмы, к 

которым была применена технология CRISPR-Cas, должны следовать тем же 

руководящим принципам, что и другие генетически модифицированные 

организмы. Однако, такие страны как Бразилия, США, Япония и Аргентина 

установили конкретные руководящие принципы, которые, в некоторых 

случаях, позволяют считать организмы, измененные с помощью CRISPR-Cas, 

как генно-немодифицированные (Mertens et al, 2019). 

 Как и любой метод, система CRISPR-Cas имеет свои достоинства и 

недостатки. К существенному недостатку можно отнести неспецифическую 

активность CRISPR-Cas в нецелевых участках генома (off-target сайты). Было 

показано, что помимо высокой сайт-специфичной активности, комплекс 

Cas9-gРНК способен вносить разрыв в ДНК при наличии PAM и неполной 

гомологии с gРНК вплоть до 3–5 несовпадающих нуклеотидов (Cong et al, 

2013, Hsu et al, 2013, Pattanayak et al, 2013). Кроме того, если репарация 

двухцепочечного разрыва происходит за счет негомологичной рекомбинации, 

необходимость лигирования таких разрывов требует обработки свободных 

концов ДНК эндонуклеазами и заполнения одноцепочечных участков 

полимеразой, что может приводить к потере и вставке нуклеотидов, а также к 

нуклеотидным заменам. Частота Cas-9-обусловленного мутагенеза 

составляет несколько десятков процентов (Geisinger et al, 2016).  

Также, отрицательным моментом для применения системы CRISPR-Cas 

является необходимость приобретения патента для использования ее при 

конструировании промышленных штаммов-продуцентов. 
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3. Материалы и методы 

3.1. Среды 

Для культивирования штаммов дрожжей использовали полноценную 

питательную среду YPD, минимальнуые среды SD и SDР (Sherman, 2002). 

Состав сред, использованных в настоящей работе, приведен в Таблице 7. 

 

    Таблица 7 – Среды, использованные в данной работе 

Среда Состав 

YPD 
Дрожжевой экстракт (10 г/л), пептон (20 г/л), глюкоза 

(20 г/л) 

SD 
Дрожжевые азотные основания без аминокислот (6,7 

г/л), глюкоза (20 г/л) 

SDР 
Дрожжевые азотные основания без аминокислот и 

аммония (0,67 г/л), глюкоза (20 г/л), пролин (1г/л) 

SD+V SD с добавлением валина (1 г/л) 

SD+V+G SD с добавлением валина (1 г/л) и глицина (1 г/л) 

SD+γ-EVG SD с добавлением γ-EVG (100 мг/л) 

SD+γ-EV SD с добавлением γ-EV (100 мг/л)  

SD+VG SD с добавлением VG (100 мг/л)  

 

Для получения агаризованных сред добавляли бакто-агар до конечной 

концентрации 2%. Антибиотики и ауксотрофные добавки использовали в 

следующих концентрациях: генетицин (G418) – 200 мг/л, флеомицин –  

7,5 мг/л, урацил – 20 мг/л. Для отбора на прототрофность по урацилу 

использовали минимальную среду. Контрселекцию по URA3 проводили на 

SD с добавлением 5-фторооротовой кислоты 1 мг/л и урацила 20 мг/л.  

3.2. Условия культивирования и пробоподготовка для анализа γ-EVG, 

γ-EV и VG пептидов 

Количественное измерение пептидов γ-EVG, γ-EV и VG в исследуемых 

штаммах проводили с помощью высокоэффективной жидкостной 

хроматографии, сопряженной с тандемной масс-спектрометрией 

(ВЭЖХ/МС/МС), как описано в (Nishiuchi et al, 2010), но с некоторыми 
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модификациями. Ночную культуру исследуемого штамма засевали в 

пробирки диаметром 20 мм с 5 мл ферментационной среды с начальной 

оптической плотностью 0,03 – 0,2 и выращивали с аэрацией при 30°С до 

оптической плотности 1,5 – 3,5. При достижении определенной оптической 

плотности, пробирки охлаждали на льду в течение 10-20 минут. После 

охлаждения клетки из 2 мл культуральной жидкости осаждали 

центрифугированием в охлажденной центрифуге и дважды отмывали 

ледяной деионизированной водой. Для экстракции пептидов, клетки 

суспендировали в 1 мл деионизированной воды и термостатировали 10 минут 

при 70°С на водяной бане. После экстракции, клетки осаждали 

центрифугированием при комнатной температуре, надосадочную жидкость 

отбирали и проводили очистку от высокомолекулярных пептидов с помощью 

ацетонитрила. Для этого брали 1 объем водного экстракта, смешивали его с 4 

объемами ацетонитрила и инкубировали при комнатной температуре 20 

минут. После осаждения высокомолекулярных пептидов смесь 

центрифугировали 20 минут, отбирали супернатант и упаривали его в 

вакуумном испарителе.  

Анализ образцов методом ВЭЖХ/МС/МС проводился на коммерческой 

основе в ЦКП научно-исследовательского института биомедицинской химии 

им. Ореховича на приборе HPLC Agilent 1200 с колонкой Thermo Hypersil-

Keystone C18 100 мм * 2.1 мкм * 5 мкм, сопряженным с масс-спектрометром 

Triple Quadrupole Agilent 6410, и в АО «АГРИ» на приборе Acquity UPLC, 

сопряженным с масс-спектрометром Waters Xevo TQD. Ионы для 

определения пептидов MS/MS представлены в Таблице 8.  

 

           Таблица 8 – Ионы для определения пептидов MS/MS 

Пептид Исходный ион Ион-продукты 

γ-EVG 474 171, 304, 229 

γ-EV 417 171, 247, 184 

VG 345 171, 270, 242 
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В качестве стандартов использовались γ-EV, VG и γ-EVG высокой 

степени чистоты. γ-EV, VG были приобретены в Bachem AG (Швейцария),  

γ-EVG был синтезирован Kokusan Chemical Co., Ltd (Япония). 

3.3. Условия культивирования и определение концентрации GSH 

Способность штаммов образовывать GSH оценивали количественно 

после выращивания в пробирках диаметром 20 мм с 2 мл ферментационной 

среды в течение 18 часов с аэрацией при +30°С. По окончании 

культивирования, пробирки охлаждали на льду в течение 10-20 минут. После 

охлаждения, клетки из 1 мл культуральной жидкости осаждали 

центрифугированием в охлажденной центрифуге и дважды отмывали 

ледяной деионизированной водой. Для экстракции GSH, клетки 

суспендировали в 1 мл деионизированной воды и термостатировали 10 минут 

при 70°С на водяной бане. После экстракции, клетки осаждали 

центрифугированием при комнатной температуре и надосадочную жидкость 

отбирали для анализа. 

Анализ образцов, содержащих GSH, проводился методом ВЭЖХ с 

использованием хроматографической системы Agilent 1260 (Agilent 

Technologies, США) с флуориметрическим детектором аналитической 

группой АО «АГРИ». Разделение проводилось на хроматографической 

колонке Waters Spherisorb S3 ODS2 2,0 x 150 мм с предварительной реакцией 

дериватизации с 4-фтор-7-сульфамоилбензофуразаном для регистрации 

сигнала. В качестве стандарта использовался GSH высокой степени чистоты 

(«Sigma»). 

 

3.4. Условия проведения ПЦР в реальном времени и измерения 

активности ферментов 

Общая РНК клеток для проведения количественной ПЦР выделялась из 

трех независимо выращенных культур каждого штамма по протоколу, 



63 

описанному в (Collart and Oliviero, 1993). Обратную транскрипцию 

осуществляли с использованием набора для синтеза RevertAid H Minus First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) и праймера oligo(dT)18 

кДНК H-минус первой цепи RevertAid (Thermo Fisher Scientific). 

Количественная ПЦР проводилась на термоциклере ANK32 (Синтол, 

Москва) с использованием 2.5x SYBR Green qPCR kit M-423 (Синтол, 

Москва). 

Активность Gsh1 измерялась с использованием неочищенных 

клеточных экстрактов по методике, описанной в (Kistler et al, 1990), с 

некоторыми модификациями. Активность фермента оценивалась по 

количеству образуемого γ-GC. Объем реакционной смеси был 200 мкл. 

Реакция останавливалась добавлением 100 мкл этанола, после чего белки 

удалялись центрифугированием. Надосадочная жидкость разбавлялась в 10 

раз водой и содержание γ-GC определялось ВЭЖХ в соответствии с 

методикой, описанной в (Nishiuchi et al, 2013). 

Активность Gsh2 определялась так же, как активность Gsh1, только в 

качестве субстратов использовались γ-GC и глицин. Активность фермента 

оценивалась по количеству образуемого GSH, которое определялось с 

помощью ВЭЖХ в соответствии с процедурой, описанной в (Nishiuchi et al, 

2013). 

3.5. Эксперименты с рекомбинантной ДНК 

Генно-инженерные манипуляции, выделение хромосомной и 

плазмидной ДНК, LiAc-зависимую трансформацию S. cerevisiae проводили в 

соответствии с общепринятыми протоколами (Becker and Lundblad, 1997, 

Sherman, 2002). Рестрикцию, лигирование, электрофорез ДНК в 0,8% 

агарозном геле, Са
2+

-зависимую трансформацию клеток E. coli осуществляли 

в соответствии с общепринятыми экспериментальными протоколами 

(Sambrook and Russel, 2001). В работе использовались коммерчески 

доступные препараты рестриктаз, T4 ДНК-лигазы и фрагмента Кленова ДНК 
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полимеразы I E. coli (Fermentas, Литва). Плазмиды из клеток E. coli 

выделялись с использованием набора QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 

Германия). 

ПЦР проводилась на амплификаторе «Perkin-Elmer 2400 GeneAmp PCR 

System» с использование ДНК полимераз High Fidelity («Thermo Fisher 

Scientific», США) и Taq («Fermentas», Литва). Условия для проведения ПЦР 

подбирались в соответствии с прилагаемыми инструкциями производителя с 

учетом характеристик олигонуклеотидных праймеров и структуры 

матричной ДНК. Химический синтез олигонуклеотидных праймеров 

выполнялся фирмой «Синтол» (Москва, Россия) на коммерческой основе. 

Структура нуклеотидных последовательностей праймеров приведена в 

Таблице 9. 

 

Таблица 9 – Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных 

в данной работе 

Олигонуклеотид Структура 5’→3’ 

adh1L1       atttcggatatccttttgttgtttc 

adh1R1 tgtatatgagatagttgattgtatg 

GSH1-PADH1   tcgagtcacttgtagaagctgaaaattgagcagatttagt-

atttcggatatccttttgttgtttc 

PADH1-GSH1 caaaccactgcaaaggcgtgcccaaagctaagagtcccat-

tgtatatgagatagttgattgtatgc 

GSH1-51 aatggcgacagcctattg 

GSH1-31 agcttctacaagtgactcga 

GSH2up2 ccacatcttctaatatggat 

GSH2d_tail ctttcttcctataattgctt 

GSH2- PADH1 aggtagcaaagtgccacttcaagcaattataggaagaaag-

atttcggatatccttttgttgtttc 

PADH1-GSH2 attcattcaattgatccttggaaggtggatagtgtgccat-

tgtatatgagatagttgattgtatgc 

ADH1up tacaacactggaaatggttg 

ura3up2 gaggctactgcgccaatt  

ura3d2 gaagtcattgacacagtctgtga 

GSH2Km-L1 atggcacactatccaccttccaaggatcaattgaatgaat-

ccatccttttgttgtttccgggtgta 

GSH2Km-R2 ctagtaaagaataatactgtccaaacatccgaatcctgcc-

tcagaagaactcgtcaagaaggcgat 

GSH2U taaatgtctcccaaatcaac 
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GSH2d  agcaaatttatgtagaagtgt 

PTR2-PADH1  aaggtataccacagtgctgctccactgcaa-atttcggatatccttttgttgtttc 

PADH1-PTR2 cctgagcatcatctgagccttggctgggatggttgagcat-

tgtatatgagatagttgattgtatgc 

ptr52 ggctgcttctcccctttca 

ptr32 ttgcagtggagcagcact 

ptr2-31 cccgtcaacgtaatatgg 

Dug1-pUG72up gaatctcccttcattgttagttcagttgctccagagcatcgtacacaagc-

cagctgaagcttcgtacgc  

Dug1-pUG72d cttgaatgacatggaatttacacatatatacacatatataaataagatgac-

gcataggccactagtggatctg 

GSH1-UG-up acattgtagggtggtttagagtatcgaaaatatacatatagaagaataaa-

cagctgaagcttcgtacgc 

GSH1-UG-d cccaaatcgataatgtcaactttctttcacaaccgaagtaaaaggagt-

gcataggccactagtggatctg 

ECM38-UGup aaaaagacaagacaaaaagtagcgtactagactta-

cagttcgctgaagcttcgtacgc 

ECM38-UGd tatcttgaactatattacagtaccattcttaccccacatc-

gcataggccactagtggatctg 

Dug2-loxPup cgaacaaccctgtaaggaaaagtgaaaaacgagggcagaagtaattgtgaa

atc-gtcgacaacccttaatataac 

Dug2-loxPd acatatgcaaattgggtatatattaagcactttaaaatcaattgtttgtagttgt-

ctagtggatctgatatcacc 

dug1-51 cggctacaagaaaatgtgtcaaaa 

dug1-31 agttttctgtttttcctctcttttcaga 

GSH1U tctcgagtcacttgtagaagctg 

GSH1d aataaatggtcacgttggcat 

ECM38up gagggaacataacggcatt 

ECM38d ctgcaaggtagggaaactt 

DUG2up tgctgcaattagaagttcaatg 

DUG2d ggttggagcttttatacgcctt 

DUG2-URA3Kl aggaaaagtgaaaaacgagggcagaagtaattgtgaaatc-

cgagagctcgttttatttag 

Ura3Kl-d.r.-

DUG2_tail 

caattgtttgtagttgt-

taattcagttacacacattttattgatattggtgccacag-acgtgatcttttgtaa 

DUG2d-2 attaggtagaggcctacatatgcaaattgggtatatattaagcactttaaaat-

caattgtttgtagttgt 

PDC1-PADH1 ttgcataatattgtccgctg-atttcggatatccttttgtt 

GSH2-PDC1 tacataaaaatgcttataaaactttaactaataattagagattaaatcgc-

ctagtaaagaataatactgt 

pdc1-F caagcaaggcagaaactaac  

PDC1_tail cagcggacaatattatgcaa 

pdc1-R cttggttccactaattcatc  
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hgt1-pUG6u ggaaagccaaaaattcgacaggcattccatacaggaggaaggtctcg-

cagctgaagcttcgtacgc 

hgt1-pUG6d ttgccacacctgcttcaacaccggcccccatgacgaaattgtac-

gcataggccactagtggatctg 

hgt1-51 ttaatcacatcaaacccactgc 

hgt1-31 gctaaatattgcaggggtcg 

PADH1-HGT1 ccgactccaacgagtcgctctccctataaatggtactcat-

tgtatatgagatagttgattgtatgc 

HGT1-PADH1  attcaatgaattgtttcgactatatatggacaatcatcgg-

atttcggatatccttttgttgtttc 

hgt53 gatcgatactaacttccgagac 

hgt33 ccgatgattgtccatatatagt 
 

 Плазмиды для ПЦР-амплификации делеционных кассет были 

получены в EUROSCARF (Germany). Плазмиду pKS-URA3-PADH1-LR, 

которую использовали в качестве матрицы для синтеза кассет для замены 

промоторных областей исследуемых генов, получили в несколько этапов 

описанным ниже образом. Плазмиды, использованные в данной работе, 

приведены в Таблице 10. 

 

Таблица 10 – Плазмиды, использованные в данной работе 

Плазмида 
Описание 

Происхождение 

(ссылка) 

pUC19AOX-

G418-BRI 

G418
R 

, содержит ген устойчивости к 

геницитину 

Дмитрий 

Козлов, НИИ 

«Генетика» 

pBluescript II 

KS(+) 

Ap
r
, содержит ген устойчивости к 

ампициллину 
Stratagene 

pUC19 
Ap

r
, содержит ген устойчивости к 

ампициллину 
Invitrogen 

pKS-URA3-13 

Ap
r
, получена клонированием в SmaI 

сайт плазмиды pBluescript II KS(+) 

фрагмента Sc URA3 длиной 1,6 т.п.н. 

Данная работа 

pKS-URA3-H 

Ap
r
, получена клонированием в HindIII 

сайт плазмиды pBluescript II KS(+) 

фрагмента Sc URA3 длиной 1,16 т.п.н. 

Данная работа 

pUC19-PADH1 Ap
r
, содержит модуль PAHD1- ScURA3  Данная работа 

pUC19-PADH1-

URA3 
Ap

r
, содержит модуль PAHD1- ScURA3  Данная работа 

pKS-URA3- Ap
r
, содержит модуль PAHD1- ScURA3- Данная работа 
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Плазмида 
Описание 

Происхождение 

(ссылка) 

PADH1-LR PADH1  

pUG72 
URA3+, содержит модуль loxP-

KlURA3-loxP 
EUROSCARF 

pUG6 
G418

R
, содержит модуль loxP-kanMX-

loxP 
EUROSCARF 

pUG66 ble
R
, содержит модуль loxP-ble-loxP EUROSCARF 

pAG61 
URA3+, содержит модуль Agleu2-

CaURA3-Agleu2 
EUROSCARF 

 

3.5.1.  Конструирование плазмиды pKS-URA3-PADH1-LR 

Плазмида pKS-URA3-13 была получена клонированием фрагмента 

хромосомной ДНК штамма S288C, синтезированного с помощью ПЦР и 

праймеров ura3up2 и ura3d2, несущего ген URA3 с собственной регуляторной 

областью длиной 1,6 т.п.н., в SmaI сайт плазмиды pBluescript II KS(+) 

(Рисунок 10). 

 

 

 

Рисунок 10 – Схема конструирования плазмиды pKS-URA3-13 

ura3up2

ПЦР-фрагмент URA3 S.cerevisiae

1614 bp

URA3

ura3d2

HindIII

pBluescript II KS(+)

2961 bp

bla

Bam HI (720)

Cla I (685)

EcoRI (702)

HindIII (690)

Pst I (712)

Sma I (716)

Xma I (714)

Xba I (732)

Kpn I (658)

pKS-URA3-13

4575 bp

URA3

bla

HindIII
Hin dIII
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Плазмида pKS-URA3-H была получена путем клонирования фрагмента 

HindIII-HindIII (1,16 т.п.н.), вырезанного из плазмиды pKS-URA3-13, в 

плазмиду pBluescript II KS(+), обработанную рестриктазой HindIII (Рисунок 

не приводится).  

 Плазмида pUC19-PADH1 была получена клонированием в SmaI сайт 

плазмиды pUC19, синтезированного с помощью ПЦР и праймеров adh1L1 и 

adh1R1, фрагмента ДНК, содержащего промоторную область гена ADH1 

длиной 0,7 т.п.н. (Рисунок 11). 

 

 

 

Рисунок 11 – Схема конструирования плазмиды pUC19-PADH1 

 

 Создание целевой рекомбинантной плазмиды pKS-URA3-PADH1-R,L 

осуществлялось в два этапа (Рисунок 12). На первом этапе фрагмент 

промотора гена ADH1 длиной 700 п.н. был вырезан из плазмиды pUC19-PADH1 

посредством последовательной обработки Bsp1407I, фрагментом Кленова 

ДНК-полимеразы I и KpnI и субклонирован в плазмиду pKS-URA3-H 

последовательно обработанную SalI, фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I 

и KpnI. В результате была получена плазмида pKS-URA3-PADH1, на которой 

фрагмент промотора гена ADH1 длиной 700 п.н. располагался справа от гена 
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URA3. На втором этапе плазмида pUC19-PADH1 была последовательно 

обработана BstZ17I, фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I и XbaI. 

Полученный фрагмент промотора гена ADH1 длиной 550 п.н. 

субклонировали в плазмиду pKS-URA3-PADH1 последовательно обработанную 

EcoRI, фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I и XbaI. Таким образом, на 

сконструированной плазмиде pKS-URA3-PADH1-R,L маркерный ген URA3 был 

фланкирован тандемно расположенными фрагментами промотора гена ADH1.  

 

 

 

Рисунок 12 – Схема конструирования плазмиды pKS-URA3-PADH1-R,L 
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3.6. Штаммы, использованные в данной работе и их конструирование 

Штаммы, использованные в данной работе, были сконструированы на 

базе лабораторного штамма S. cerevisiae S288C. Для эксперимента по 

исследованию пептидаз, обладающих активностью по отношению к VG, 

использовали делеционную коллекцию штаммов BY4741 (Invitrogen Life 

Technologies Ltd., №95401.H2). Штаммы, использованные в данной работе, 

приведены в Таблице 11. 

 

Таблица 11 - Штаммы, использованные в данной работе 

Штамм Генотип 
Ссылка или 

источник 

S288C (WT) 
MATa SUC2 mal mel gal2 CUP1 flo1 flo8-1 

hap1 
NBRC 

SOA4 (WT) S288C ura3Δ0::PADH1-kanR 
Коллекция 

лаборатории 

DAG29 (WT) S288C ura3Δ227::loxP 
Коллекция 

лаборатории 

gsh2Δ S288C gsh2Δ0::PADH1-kanR 
Данная 

работа 

PADH1-GSH2 SOA4 PADH1-GSH2 
Данная 

работа 

PADH1-PTR2 SOA4 PADH1-PTR2 
Данная 

работа 

PADH1-PTR2 

dug1Δ 
SOA4 PADH1-PTR2 dug1Δ0::loxP-KlURA3-loxP 

Данная 

работа 

PADH1-PTR2 

gsh1Δ 
SOA4 PADH1-PTR2 gsh1Δ0::loxP-KlURA3-loxP 

Данная 

работа 

PADH1-PTR2 

ecm38Δ 

SOA4 PADH1-PTR2 ecm38Δ0::loxP-KlURA3-

loxP 

Данная 

работа 

PADH1-PTR2 

dug2Δ 
SOA4 PADH1-PTR2 dug2Δ0::loxP-KlURA3-loxP 

Данная 

работа 

gsh1Δ S288C gsh1Δ0::PADH1-kanR 
Данная 

работа 

ecm38 

gsh1Δ  

DAG29 ecm38∆0::loxP-KanMX-loxP 

gsh1∆0::loxP-KlURA3-loxP   

Данная 

работа 
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Штамм Генотип 
Ссылка или 

источник 

dug2 gsh1Δ DAG29 dug2∆0 gsh1∆0::loxP-KanMX-loxP   
Данная 

работа 

gsh1Δ 

ecm38 

dug2 

DAG29 ecm38∆0::loxP-KanMX-loxP 

gsh1∆0::loxP-KlURA3-loxP  dug2∆0::loxP-

bleMX-loxP  

Данная 

работа 

ecm38 

dug2 

 DAG29 ecm38∆0::loxP-KanMX-loxP 

dug2∆0::loxP- KlURA3-loxP  

Данная 

работа 

PADH1-GSH1 

ecm38∆ 

dug2∆ 

SOA4 PADH1-GSH1 dug2∆0::loxP-KlURA3-

loxP ecm38∆0::loxP-bleMX-loxP 

Данная 

работа 

PADH1-GSH1 SOA4 PADH1-GSH1 
Данная 

работа 

PADH1-GSH1 

PADH1-GSH2 
SOA4 PADH1-GSH1 PADH1-GSH2 

Данная 

работа 

PADH1-GSH1 

2xPADH1-

GSH2 

SOA4 PADH1-GSH1 PADH1-GSH2 

pdc10::PADH1-URA3-PADH1-GSH2 

Данная 

работа 

opt1Δ DAG29 hgt1Δ1981::Agleu2-CaURA3-Agleu2 
Данная 

работа 

PADH1-OPT1 SOA4 PADH1-URA3-PADH1-OPT1 
Данная 

работа 

BY4741 S288C his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Invitrogen 

aap1∆ BY4741 aap1∆0::kanMX Invitrogen 

dap2∆ BY4741 dap2∆0::kanMX Invitrogen 

ecm14∆ BY4741 ecm14∆0::kanMX Invitrogen 

oma1∆ BY4741 oma1∆0::kanMX Invitrogen 

dug1∆ BY4741 dug1∆ 0::kanMX Invitrogen 

sdd3∆ BY4741 sdd3∆0::kanMX Invitrogen 

yta12∆ BY4741 yta12∆0::kanMX Invitrogen 

prc1∆ BY4741 prc1∆0::kanMX Invitrogen 

lap3∆ BY4741 lap3∆ 0::kanMX Invitrogen 

dug3∆ BY4741 dug3∆0::kanMX Invitrogen 

pep4∆ BY4741 pep4∆0::kanMX Invitrogen 

pim1∆ BY4741 pim1∆0::kanMX Invitrogen 

prb1∆ BY4741 prb1∆0::kanMX Invitrogen 

cym1∆ BY4741 cym1∆0::kanMX Invitrogen 
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Штамм Генотип 
Ссылка или 

источник 

kex1∆ BY4741 kex1∆0::kanMX Invitrogen 

ape3∆ BY4741 ape3∆0::kanMX Invitrogen 

dug2∆ BY4741 dug2∆0::kanMX Invitrogen 

   

Для создания генно-инженерных конструкций и поддержания плазмид 

использовали штамм E.coli DH5α. 

Штаммы с инактивированными генами, за исключением штамма 

opt1Δ0, были получены путем замены кодирующей рамки кассетой типа 

loxP-маркер-loxP согласно методу (Güldener et al, 1996).  

Для замены регуляторных нативных областей в данной работе, мы 

использовали плазмиду pKS-URA3-PADH1-L,R в качестве матрицы для 

амплификации кассет. Схема синтеза конструкции для замены промоторов 

приведена в разделе Результаты и обсуждение. 

Штамм PADH1-GSH1 был получен заменой промоторной области гена 

GSH1 на регуляторную область гена ADH1 в штамме SOA4. Для 

амплификации модуля PAHD1-URA3-PADH1 использовали праймеры  

GSH1- PADH1 и PADH1-GSH1 и плазмиду pKS-URA3-PADH1-LR в качестве 

матрицы. Область «upstream» от промоторной области гена GSH1 получали с 

помощью праймеров GSH1-51 и GSH1-31 и хромосомной ДНК в качестве 

матрицы. Кассета для замены промотора гена GSH1 была получена  

ПЦР-амплификацией с использованием праймеров GSH1-51 и PADH1-GSH1. В 

качестве матриц для синтеза конечной конструкции были взяты  

ПЦР-продукты: модуль PAHD1-URA3-PADH1 и область «upstream» гена GSH1. 

Интеграция конструкции в заданной позиции подтверждалась ПЦР с 

помощью прймеров GSH1U и GSH1d. 

Штамм PADH1-GSH2 был получен заменой промоторной области гена 

GSH2 на регуляторную область гена ADH1 в штамме SOA4. Для 

амплификации модуля PAHD1-URA3-PADH1 использовали праймеры  

GSH2- PADH1 и PADH1-GSH2 и плазмиду pKS-URA3-PADH1-LR в качестве 
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матрицы. Область «upstream» от промоторной области гена GSH2 получали с 

помощью праймеров GSH2up2 и GSH2d_tail и хромосомной ДНК в качестве 

матрицы. Кассета для замены промотора гена GSH2 была получена  

ПЦР-амплификацией с использованием праймеров GSH2up2 и PADH1-GSH2. В 

качестве матриц для синтеза конечной конструкции были взяты  

ПЦР-продукты: модуль PAHD1-URA3-PADH1 и область «upstream» гена GSH2. 

Интеграция конструкции в заданной позиции подтверждалась ПЦР с 

помощью прймеров GSH2U и GSH2d. 

Штамм PADH1-GSH1 PADH1-GSH2 был получен путем замены 

промоторной области гена GSH2 в штамме PADH1-GSH1 аналогичным, 

описанным выше для GSH2, способом. 

Штамм gsh2Δ был получен путем удаления рамки считывания GSH2 в 

штамме S288C с использованием модуля PADH1-kanR. Кассета для 

инактивирования гена была амплифицирована ПЦР с помощью праймеров 

GSH2Km-L1 and GSH2Km-R2 и плазмиды pUC19AOX-G418-BRI в качестве 

матрицы. Наличие делеции подтверждали ПЦР с помощью праймеров 

GSH2U и GSH2d. 

Штамм gsh1Δ был получен таким же образом, как и штамм gsh2Δ. Для 

получения делеционной кассеты использовали праймеры GSH1Km-L1 и 

GSH1Km-R2. Для подтверждения удаления гена GSH1 применяли праймеры 

GSH1U и GSH1d. 

Штамм ecm38 gsh1Δ был получен путем последовательного удаления 

генов ECM38 и GSH1 в штамме DAG29. Кассету loxP-kanMX-loxP для 

инактивации гена ECM38 получали ПЦР-амплификацией с использованием 

праймеров ECM38-UGup и ECM38-UGd и плазмиду pUG6 в качестве 

матрицы. Для подтверждения делеции гена ECM38 использовали праймеры 

ECM38up и ECM38d. Кассету loxP-KlURA3-loxP для инактивации гена GSH1 

аплифицировали с помощью праймеров GSH1-UG-up и GSH1-UG-d и 

плазмиды pUG72 в качестве матрицы. Для подтверждения удаления гена 

GSH1 применяли праймеры GSH1U и GSH1d.  
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Штамм gsh1Δ ecm38 dug2 был получен инактивацией гена DUG2 в 

штамме ecm38 gsh1Δ. Делеционную кассету loxP-bleMX-loxP 

амплифицировали с использованием праймеров Dug2-loxPup и Dug2-loxPd и 

плазмиды pUG66 в качестве матрицы. Удаление гена DUG2 подтверждали с 

помощью праймеров DUG2up и DUG2d. 

Штамм PADH1-PTR2 был получен заменой промоторной области гена 

PTR2 на регуляторную область гена ADH1 в штамме SOA4. Для 

амплификации модуля PAHD1-URA3-PADH1 использовали праймеры  

PTR2-PADH1 и PADH1-PTR2 и плазмиду pKS-URA3-PADH1-LR в качестве 

матрицы. Область «upstream» от промоторной области гена PTR2 получали с 

помощью праймеров ptr52 и ptr32 и хромосомной ДНК в качестве матрицы. 

Кассета для замены промотора гена PTR2 была получена  

ПЦР-амплификацией с использованием праймеров ptr52 и PADH1-PTR2. В 

качестве матриц для синтеза конечной конструкции были взяты  

ПЦР-продукты: модуль PAHD1-URA3-PADH1 и область «upstream» гена PTR2. 

Интеграция конструкции в заданной позиции подтверждалась ПЦР с 

помощью прймеров ptr52 и ptr2-31. 

Аналогичным образом, как описано выше для инактивации гена GSH1 

в штамме ecm38 gsh1Δ, были делетированы гены DUG1, GSH1, ECM38 и 

DUG2 в штамме SOA4 PADH1-PTR2. Праймеры, использованные для 

амплификации делеционной кассеты гена DUG1 – Dug1-pUG72up и  

Dug1-pUG72d; праймеры для подтверждения инактивации – dug1-51 и  

dug1-31. Праймеры, использованные для амплификации делеционной 

кассеты гена GSH1 – GSH1-UG-up и GSH1-UG-d; праймеры для 

подтверждения инактивации – GSH1U и GSH1d. Праймеры, использованные 

для амплификации делеционной кассеты гена ECM38 – ECM38up и ECM38d; 

праймеры для подтверждения инактивации – GSH1U и GSH1d. Праймеры, 

использованные для амплификации делеционной кассеты гена DUG2 –  

Dug2-loxPup и Dug2-loxPd; праймеры для подтверждения инактивации – 

DUG2up и DUG2d. 
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Штамм dug2 gsh1Δ был получен путем последовательной 

инактивации генов DUG2 и GSH1 в штамме DAG29. Кассета для делеции 

гена DUG2 была получена методом бесшовного удаления генов (Akkada at al, 

2006) с помощью ПЦР. Маркер URA3Kl амплифицировали с помощью 

праймеров DUG2-URA3Kl и Ura3Kl-d.r.-DUG2_tail и плазмиды pUG72 в 

качестве матрицы. Далее, использовали праймеры DUG2-URA3Kl, DUG2d-2 

и синтезированный фрагмент в качестве матрицы для получения 

делеционной кассеты. Инактивацию гена DUG2 подтверждали с помощью 

праймеров DUG2up и DUG2d. Кассету loxP-kanMX-loxP для инактивации 

гена GSH1 аплифицировали с помощью праймеров GSH1-UG-up и  

GSH1-UG-d и плазмиды pUG6 в качестве матрицы. Для подтверждения 

удаления гена GSH1 применяли праймеры GSH1U и GSH1d. 

Штамм ecm38 dug2 был получен путем последовательного удаления 

генов ECM38 и DUG2 в штамме DAG29. Ген ECM38 был инактивирован 

делеционной кассетой loxP-kanMX-loxP, а ген DUG2 – loxP-KlURA3-loxP 

аналогичным образом, как описано выше.  

Штамм PADH1-PTR2 ecm38 dug2 был получен путем 

последовательного удаления генов ECM38 и DUG2 в штамме PADH1-PTR2. 

Ген ECM38 был инактивирован делеционной кассетой loxP-bleMX-loxP, а ген 

DUG2 – loxP-KlURA3-loxP аналогичным образом, как описано выше.  

Штамм PADH1-GSH1 2xPADH1-GSH2 был получен путем интеграции 

кассеты PADH1-URA3-PADH1-GSH2 в локус гена PDC1 в штамм PADH1-GSH1 

PADH1-GSH2. Область “upstream” гена PDC1 получали с помощью праймеров 

pdc1-F и PDC1_tail и хромосомной ДНК S288C в качестве матрицы. 

Конструкция для «сшивания» с фрагментом регуляторной области гена PDC1 

была получена с ипользованием праймеров PDC1-PADH1 и GSH2-PDC1 и 

хромосомной ДНК штамма PADH1-GSH1 PADH1-GSH2 в качестве матрицы. 

Праймеры pdc1-F и GSH2-PDC1 и ПЦР-продукты, описанные выше, были 

взяты в качестве матриц для синтеза интеграционной кассеты. Инсерция 
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кассеты в локус гена PDC1 подтверждалась ПЦР с использованием прймеров 

pdc1-F и pdc1-R. 

Штамм opt1Δ0 был получен инактивацией гена OPT1 в штамме DAG29.  

Кассета Agleu2-CaURA3-Agleu2 для удаления гена OPT1 была получена ПЦР 

с помощью праймеров hgt1-pUG6u и hgt1-pUG6d и плазмиды pAG61 в 

качестве матрицы. Для подтверждения удаления гена OPT1 применяли 

праймеры hgt1-51 и hgt1-31. 

Штамм PADH1-OPT1 был получен аналогичным образом, как и  

PADH1-PTR2. Для амплификации модуля PAHD1-URA3-PADH1 использовали 

праймеры HGT1-PADH1 и PADH1- HGT1; “upstream” промоторной области 

гена HGT1 получали с помощью праймеров hgt53 и hgt33; синтез кассеты 

проводили с помощью праймеров hgt53 и PADH1- HGT1 и интеграцию 

подтверждали с использованием праймеров hgt1-51 и hgt1-31. 
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4. Результаты и обсуждение 

4.1. Разработка методического подхода для изучения синтеза γ-EVG. 

Создание генетического инструментария «self-cloning» для 

обеспечения конститутивной экспрессии генов в штаммах-

продуцентах 

При создании штаммов-продуцентов, особенно для пищевой 

промышленности, в арсенале необходимо иметь генно-инженерный 

инструментарий, позволяющий конструировать штаммы, не содержащие 

чужеродной ДНК («self-cloning» штаммы).  

Изменение уровня экспрессии целевых генов – одно из важных 

условий для успешного конструирования высокопродуктивных 

промышленных штаммов. Поэтому, для того чтобы была возможность 

контролировать экспрессию целевых генов, в нашей лаборатории был 

разработан простой метод замены промоторов для конструирования  

«self-cloning» штаммов. Данный метод основан на известном принципе 

комбинирования гомологичной рекомбинации и системы селекции-

контрселекции URA3
+
 и 5-ФОА (5-фторооротовая кислота).  

Для создания конструкции, позволяющей заменять промоторы целевых 

генов, была сконструирована плазмида pKS-URA3-PADH1-L,R (Рисунок 13). В 

качестве модельного промотора был выбран промотор гена ADH1, 

являющийся сильным и обеспечивающим конститутивную транскрипцию. 

Данная плазмида была получена в результате тандемного клонирования двух 

фрагментов промотора ADH1 разной длины (550 и 700 п.н.) по обе стороны 

от селективного маркерного гена URA3. При этом промоторные области 

клонировались таким образом, чтобы праймеры для синтеза конструкции с 

помощью ПЦР «отжигались» только на 5’-конце фрагмента промотора, 

расположенного слева от маркерного гена, и на 3’-конце фрагмента 

промотора, расположенного справа от маркерного гена. Также, праймеры для 
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амплификации конструкции содержали последовательности для 

рекомбинации с целевым локусом.  

 

 
 

Рисунок 13 – Схема плазмиды pKS-URA3-PADH1-L,R. PADH1R и PADH1L, 

фрагменты промотора ADH1, серым цветом обозначены перекрывающиеся 

области. Фрагмент URA3 S.cerevisiae, клонированный по HindIII-HindIII, 

штриховкой обозначена кодирующая область гена. 

 

После интеграции подобной конструкции в целевой локус и 

последующей контрселекции на минимальной среде с добавлением 5-ФОА, 

маркер элиминируется благодаря гомологичной рекомбинации между двумя 

тандемно расположенными повторами промотора ADH1, в результате чего в 

заданном месте генома остается одна копия промотора ADH1 и отсутствует 

чужеродная ДНК. 

Для увеличения частоты интеграции кассеты в целевой локус, 

возможно присоединение к ней протяженных участков, гомологичных 

целевому локусу, с помощью ПЦР. Схема замены промотора, основанная на 

синтезе конструкции с удлиненным участком для целевой рекомбинации и 

трансформации с последующей контрселекцией, изображена на Рисунке 14. 
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Рисунок 14 – Схема замены промотора, основанная на синтезе 

конструкции для замены промоторов, трансформации и контрселекции 

 

В настоящей работе все штаммы с измененной экспрессией генов были 

получены с помощью описанного метода.  
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4.1.1. Образование пептидов γ-EVG и γ-EV. Исследование пептидного 

состава дрожжевых экстрактов в условиях ферментации с 

добавлением предшественников 

Как было отмечено в Обзоре литературы, γ-глутамильные пептиды, 

отличные от GSH, могут синтезироваться благодаря относительно широкой 

субстратной специфичности ферментов, участвующих в метаболизме GSH. 

Соответственно, процесс их синтеза может проходить по одному из двум 

путей: 1) в результате переноса γ-глутамилтрансферазой (GGT)  

γ-глутамильной группы GSH на аминокислоту/пептид (А); 2) γ-глутамил-

цистеинлигаза (GCL) или другой фермент, может образовывать  

γ-глутамильную связь между глутаматом и аминокислотой. В результате 

такой реакции образуется γ-глутамильный дипептид, который GS (глутатион 

синтетаза) может использовать в качестве субстрата (Б). Предполагаемые 

механизмы образования γ-глутамильных соединений, аналогов GSH, 

представлены на Рисунке 15. 

 
Рисунок 15 – Механизмы образования γ-глутамильных пептидов. 

Механизм реализуемый через γ-глутамилтрансферазную реакцию (А), 

механизм образования через лигазную реакцию, опосредованную GCL (Б) 
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Для изучения возможных путей синтеза γ-EVG в S. cerevisiae по 

предполагаемым механизмам, в первую очередь необходимо было проверить 

способность образования пептида в диком штамме. Для этих целей мы 

провели ферментацию штамма дикого типа в SD. 

Анализ результатов ферментации показал (Рисунок 16), что при 

культивировании клеток в минимальной среде образуется около 0,03 мкг  

(л
-1

 ОП600
 -1

) γ-EVG и почти в 10 раз больше γ-EV. Из полученных данных 

видно, что γ-EVG и γ-EV синтезируются в штамме дикого типа при росте на 

минимальной среде, но уровень γ-EVG в данных условиях близок к нижнему 

пределу детектирования. По этой причине было проверено, добавление каких 

потенциальных предшественников в среду культивирования усиливает 

синтез γ-EVG. Для этих целей была проведена ферментация штамма дикого 

типа в минимальной среде с добавлением глутамата, валина, глицина, γ-EV и 

VG как возможных предшественников для синтеза γ-EVG. 

 

 

Рисунок 16 – Образование γ-EVG и γ-EV при культивировании 

штамма дикого типа SOA4 в минимальной среде с добавлением γ-EV, 

VG, валина, валина и глицина. Приведены усредненные значения 

(доверительный интервал 95%) не менее 3-х независимых определений 

 

Анализ пептидных продуктов в результате культивирования клеток в 

SD с добавлением валина (Рисунок 16) показал, что накопление γ-EV в среде 

γ-EV VG V V+GДобавки
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с валином увеличилось в 20 раз, а в случае культивирования клеток в SD с 

валином и глицином увеличились концентрации и γ-EV, и γ-EVG.  

В результате ферментации клеток в SD с добавлением γ-EV (Рисунок 

16) концентрации γ-EVG и γ-EV увеличились в 50 и 2500 раз, соответственно. 

Полученные данные согласуются с механизмом образования γ-глутамильных 

соединений, приведенным на Рисунке 15 Б. 

Анализ экстрактов, полученных в результате культивирования в SD с 

добавлением VG, показал, что концентрация γ-EVG увеличилась почти в 10 

раз по сравнению с накоплением пептида при культивировании в SD. 

Полученные результаты согласуются с механизмом, представленным на 

Рисунке 15 А.  

Внесение L-глутамата в среды не влияло на изменение концентраций 

исследуемых пептидов. Видимо, как и в случае синтеза GSH из 

предшественников (Wang et al, 2012), пул внутриклеточного глутамата 

находился в избытке, поэтому при добавлении его в среду культивирования 

концентрация GSH не увеличивалась. По этой причине результаты 

ферментаций с добавлением глутамата не приведены в настоящей работе. 

Таким образом, мы продемонстрировали, что синтез γ-EVG 

увеличивается при добавлении в среду культивирования предшественников, 

соответствующих обоим известным путям синтеза γ-глутамильных пептидов. 

В дальнейшей работе мы исследовали, какие ферменты принимают участие в 

синтезе γ-EVG, а также в синтезе дипептида γ-EV, который также был 

обнаружен в клетках S. cerevisiae. 

 

4.2. Идентификация ферментов, участвующих в синтезе γ-EVG из 

различных предшественников 

4.2.1. Изучение пути образования γ-EVG из γ-EV 

Главным претендентом на синтез γ-EVG из γ-EV являлся второй 

фермент синтеза GSH, GS, кодируемый геном GSH2. Для проверки данного 
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предположения, мы изучили влияние усиления экспрессии и инактивации 

гена GSH2 на уровень накопления γ-EVG в условиях ферментации в среде SD 

с добавлением γ-EV.  

Для этой цели были сконструированы производные штамма SOA4, 

содержащие делецию гена GSH2 или замену промотора GSH2 на сильный 

конститутивный промотор ADH1. Таким образом, были получены штаммы 

gsh2∆ и PADH1-GSH2, соответственно. Увеличение числа копий мРНК в 

штамме PADH1-GSH2 было подтверждено ПЦР в реальном времени. Также, 

было продемонстрировано, что замена промотора GSH2 на промотор ADH1 

увеличивала активность Gsh2 (Таблица 12).  

 

Таблица 12 – Изменение экспрессии GSH2 и активности Gsh2 

Штамм 

Относительная 

концентрация 

мРНК GSH2 

Относительная 

активность Gsh2 

WT 1 1 

PADH1-GSH2 7 ± 1 14 

 

После ферментации полученных штаммов в минимальной среде с 

добавлением γ-EV, экстракты анализировались на накопление γ-EVG. Как 

можно видеть на Рисунке 17, в штамме с инактивированным геном GSH2 

образование γ-EVG существенно ниже, чем у контрольного штамма SOA4. 

Штамм, в котором ген GSH2 был сверхэкспрессирован, напротив, показал 

увеличение уровня накопления γ-EVG в 25 раз выше по сравнению с 

контрольным штаммом. 
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Рисунок 17 – Влияние инактивации и сверхэкспрессии гена GSH2 на 

синтез γ-EVG из γ-EV (К – WT). Приведены усредненные значения 

(доверительный интервал 95%) не менее 3-х независимых определений 

 

Таким образом, полученные данные указывают на то, что Gsh2 

является ферментом, синтезирующим γ-EVG из γ-EV. На Рисунке 18 

представлена схема образования γ-EVG из γ-EV с помощью фермента Gsh2.  

 

 
 

Рисунок 18 – Схема образования γ-EVG из γ-EV ферментом Gsh2 

 

4.2.2. Идентификация ферментов, участвующих в синтезе γ-EVG из VG. 

Факторы, влияющие на образование γ-EVG из VG 

4.2.2.1. Влияние импорта VG на синтез γ-EVG  

 Согласно литературным данным, ионы аммония ингибируют транспорт 

пептидов внутрь клеток (Hauser et al, 2001). Более того, известно, что импорт 
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дипептидов подвергается N-правилу, согласно которому, пептиды, входящие 

в класс N-концевых, через каскад событий способствуют деградации белка 

Cup9, который является репрессором главного транспортера дипептидов 

PTR2. N-концевыми пептидами называют пептиды, содержащие в  

N-концевой области дестабилизирующие аминокислоты (Turner et al, 2000). 

L-валин не относится к дестабилизирующим аминокислотам, поэтому 

транспортер дипептидов PTR2 находится в клетках, культивируемых на 

среде с добавлением VG, в репрессированном состоянии. 

 Для того чтобы убрать влияние перечисленных выше факторов и 

усилить импорт VG в клетку, мы заменили нативную регуляторную область 

PTR2 на конститутивный и сильный промотор гена ADH1. По результатам 

ферментации в среде SD+VG полученного штамма PADH1-PTR2 (Рисунок 19) 

можно видеть, что при конститутивной экспрессии PTR2, концентрация  

γ-EVG увеличилась почти в 3,5 раза по сравнению с экспрессией PTR2 под 

нативным промотором.  

 

  

Рисунок 19 – Влияние конститутивной экспрессии PTR2 на накопление 

γ-EVG (К – WT). Приведены усредненные значения (доверительный 

интервал 95%) не менее 3-х независимых определений 

 

Таким образом, в условиях данного эксперимента нам удалось показать, 

что усиление импорта VG увеличивает накопление γ-EVG.  
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4.2.2.2. Влияние деградации VG на образование γ-EVG  

Для последующего изучения синтеза γ-EVG из VG в качестве 

предшественника, необходимо было доказать является ли VG акцептором  

γ-глутамильной группы или источником валина и глицина, так как в 

описанном выше эксперименте, несмотря на увеличение накопления γ-EVG 

штаммом PADH1-PTR2, уровень накопления VG не увеличивался (Рисунок 19), 

что косвенно указывает на деградацию дипептида в клетках. Для решения 

этого вопроса, необходимо было идентифицировать пептидазы, способные 

деградировать VG, и определить влияние их инактивации на синтез γ-EVG. 

В качестве пептидаз, способных деградировать VG, рассматривались 

аннотированные белки, обладающие пептидазной или протеазной 

активностью. В результате поиска были отобраны тринадцать ферментов 

потенциально способных деградировать VG. Так же мы включили в список 

выбранных пептидаз белки, участвующие в альтернативном пути деградации 

GSH, – Dug1, Dug2 и Dug3. Для анализа накопления VG была использована 

коллекция штаммов дрожжей S. cerevisiae BY4741, содержащих одиночные 

делеции всех генов. Ферментацию штаммов с инактивированными генами 

выбранных пептидаз проводили в минимальной среде с добавлением 

пролина (SDP) в качестве источника азота (выше было отмечено о влиянии 

источника азота на импорт пептидов) и 100 мг/л VG.  

Анализ данных, полученных после проведения ферментации штаммов 

из коллекции одиночных делеций генов, выявил, что в штамме с 

инактивированным геном DUG1 накопление VG в 3000 раз выше, чем в 

исходном штамме. Более того, концентрация γ-EVG в этом штамме 

увеличилась в 500 раз по сравнению с исходным штаммом. Кроме того, мы 

обратили внимание на то, что штаммы с делециями генов DUG2 и DUG3 не 

образуют γ-EVG (Таблица 13). Дальнейшее исследование роли белков Dug2 и 

Dug3 в синтезе γ-EVG будет описано в Главе 4.2.2.2. 
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Таблица 13 – Влияние инактивации пептидаз на накопление VG и γ-EVG 

Штамм 
Инактивиро-

ванный ген 

VG, 

мкг л
-1

 OП600
-1

 

γ-EVG, мкг л
-1

 

OП600
-1

 

BY4741 - 0,2 0,7 

BY4741 aap1 0,02 1,5 

BY4741 dap2 0,02 1,9 

BY4741 ecm14 0,07 1,3 

BY4741 oma1 0,02 1,8 

BY4741 dug1 597,4 354,7 

BY4741 sdd3 0,02 1,9 

BY4741 yta12 0,13 1,1 

BY4741 lap4 0,05 1,8 

BY4741 prc1 0,05 2,1 

BY4741 dug3 0,02 ˂0,05 

BY4741 pep4 0,03 2,7 

BY4741 pim1 0,02 1,9 

BY4741 prb1 0,02 2,0 

BY4741 cym1 0,05 2,4 

BY4741 ape3 0,05 2,5 

BY4741 dug2 0,05 ˂0,05 

 

Для подтверждения влияния делеции DUG1 на накопление VG и γ-EVG, 

мы инактивировали этот ген в штамме PADH1-PTR2. Ферментацию штаммов 

PADH1-PTR2 и PADH1-PTR2 dug1Δ проводили в SD с добавлением VG. Как 

показано на Рисунке 20, накопление VG штаммом PADH1-PTR2 dug1Δ 

увеличилось в 1000 раз, а накопление γ-EVG более, чем в 10 раз по 

сравнению с исходным штаммом PADH1-PTR2.  
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Рисунок 20 – Влияние делеции гена DUG1 на накопление VG и γ-

EVG штаммом PADH1-PTR2 в SD с добавлением VG. Приведены 

усредненные значения (доверительный интервал 95%) не менее 3-х 

независимых определений 

 

Таким образом, полученные данные указывают на то что, во-первых, 

Dug1 обладает пептидазной активностью in vivo в отношении VG. Ранее, 

было продемонстрировано, что Dug1 проявляет высокую субстратную 

специфичность в отношении дипептида цистеинил-глицина (Kaur et al, 2009). 

Во-вторых, VG при добавлении его в питательную среду, а не валин и глицин, 

является предшественником γ-EVG. 

4.2.2.3. Влияние GSH на синтез γ-EVG из VG 

 Для того чтобы подтвердить, что донором γ-глутамильной группы при 

синтезе γ-EVG из VG является GSH, мы изучили влияние концентрации GSH 

на образование γ-EVG. Для этих целей первый ген синтеза GSH GSH1 был 

инактивирован в штамме PADH1-PTR2. Для полученного штамма PADH1-PTR2 

gsh1Δ была подобрана концентрация GSH (2мкМ), ограничивающая рост 

культуры до ОП600 4 о.е. (S. cerevisiae является ауксотрофом по GSH в 

результате инактивации GSH1). В качестве нелимитирующей концентрации 
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GSH использовали концентрацию 200 мкМ, которая обеспечивала рост 

штамма PADH1-PTR2 gsh1Δ до ОП600 родительского штамма. После подбора 

условий, клетки штамма PADH1-PTR2 gsh1Δ культивировались в SD+VG с 

концентрациями GSH 2 мкМ и 200 мкМ. 

 Как можно видеть из Рисунка 21, штамм PADH1-PTR2 gsh1Δ при росте в 

среде с добавлением 2 мкМ GSH накапливал всего 10% γ-EVG по сравнению 

с исходным штаммом, а при росте в среде с добавлением 200 мкМ GSH 

уровень накопления γ-EVG был такой же или выше, чем в исходном штамме. 

Из проведенного опыта можно сделать вывод, что синтез γ-EVG из VG 

зависит от концентрации GSH в ферментационной среде. 

 

 

Рисунок 21 – Влияние концентрации GSH на образование γ-EVG из VG. 

За 100% взято образование γ-EVG при культивировании PADH1-PTR2 в 

минимальной среде без добавления GSH. Приведены усредненные значения 

(доверительный интервал 95%) не менее 3-х независимых определений 

 

Для доказательства того, что при росте на лимитирующей и 

нелимитирующей концентрациях GSH существует разница во 

внутриклеточном его накоплении, мы измерили концентрацию GSH в 

условиях ферментации штамма PADH1-PTR2 gsh1Δ в SD с добавлением 2 мкМ 

(0,6 мг/л) и 200 мкМ (60 мг/л) GSH (Таблица 14).  
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Таблица 14 – Накопление GSH штаммом PADH1-PTR2 gsh1Δ 

GSH в минимальной 

среде, мг/л 

GSH внутриклеточный,  

мг л
-1

 ОП600
-1

 

0,6 НД* 

60 0,58 ± 0,04 

                    * - не детектируется, ниже предела количественного  

                      обнаружения (<1 мг/л) 

 

Из представленных данных видно, что при росте штамма  

PADH1-PTR2 gsh1Δ в минимальной среде с лимитирующей концентрацией 

GSH, его накопление ниже предела количественного обнаружения  

(<0,1 мг/л/ ОП600
-1

). 

 Таким образом, полученные результаты согласуются с нашим 

предположением, что GSH является донором γ-глутамильной группы при 

синтезе γ-EVG из VG. 

4.2.3. Исследование путей синтеза γ-EVG из VG 

Для исследования путей синтеза γ-EVG из VG нами было выбрано два 

направления. Сначала мы решили проверить возможный вклад фермента 

GGT, имеющего довольно широкую субстратную специфичность, в 

образование γ-EVG из VG. Для этой цели мы инактивировали ген ECM38, 

кодирующий GGT, в штамме PADH1-PTR2. Полученный штамм  

PADH1-PTR2 ecm38Δ анализировали на накопление γ-EVG после ферментации 

в среде SD+VG. Как видно из Рисунка 22, штамм PADH1-PTR2 ecm38Δ не 

показал значительного изменения уровня γ-EVG по сравнению с исходным 

штаммом PADH1-PTR2.  
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Рисунок 22 – Образование γ-EVG из VG в условиях конститутивной 

экспрессии PTR2 и инактивации генов ECM38 и DUG2 (K – PADH1-PTR2). 

Приведены усредненные значения (доверительный интервал 95%) не менее 

3-х независимых определений 

 

Сначала мы решили проверить возможный вклад фермента GGT, 

имеющего широкую субстратную специфичность, в образование γ-EVG из 

VG. Для этой цели мы инактивировали ген ECM38, кодирующий GGT, в 

штамме PADH1-PTR2. Полученный штамм PADH1-PTR2 ecm38Δ анализировали 

на накопление γ-EVG после ферментации в среде SD+VG. Как видно из 

Рисунка 22, штамм PADH1-PTR2 ecm38Δ не показал значительного изменения 

уровня γ-EVG по сравнению с исходным штаммом PADH1-PTR2. Из 

полученных данных можно сделать вывод, что инактивация ECM38 не 

оказывала существенного влияния на уровень накопления γ-EVG в том 

случае, когда VG служил акцептором γ-глутамильной группы.  

Из полученных данных можно сделать вывод, что инактивация ECM38 

не оказывала существенного влияния на уровень накопления γ-EVG в том 

случае, когда VG служил акцептором γ-глутамильной группы.  

При поиске пептидаз с активностью по отношению к VG мы заметили, 

что штаммы BY4741 dug3∆ и BY4741 dug2∆ при культивировании клеток в 

среде с добавлением VG не образуют γ-EVG (см. Таблицу 13). Поэтому в 

качестве второго направления в исследовании пути синтеза γ-EVG из VG, мы 

решили проверить возможность образования γ-EVG из VG комплексом 

белков (Dug2-Dug3)2. Для данного эксперимента мы инактивировали ген 

О
т
н

о
с
и

т
е
л

ь
н

ы
й

 у
р

о
в

е
н

ь

γ
-E

V
G

, 
%

 

ecm38Δ dug2ΔK



92 

DUG2 в штамме PADH1-PTR2 и полученный штамм PADH1-PTR2 dug2Δ 

культивировали в среде SD с добавлением VG. Анализ проведенной 

ферментации показал, что накопление γ-EVG в штамме PADH1-PTR2 dug2Δ не 

происходило (Рисунок 22), из чего следует, что образование γ-EVG из VG 

осуществляется в основном благодаря комплексу белков (Dug2-Dug3)2. 

Таким образом, полученные данные указывают на то, что комплекс белков 

(Dug2-Dug3)2 обладает γ-глутамилтрансферазной активностью. 

 На Рисунке 23 представлена схема образования γ-EVG из VG 

комплексом белков (Dug2-Dug3)2. 

 

Рисунок 23 – Схема образования γ-EVG из VG комплексом белков  

(Dug2-Dug3)2 и Ecm38 

 

4.2.4. Идентификация ферментов, участвующих в синтезе γ-EV 

4.2.4.1. Синтез γ-EV ферментами деградации GSH 

 Как было отмечено выше, образование γ-глутамильных пептидов 

может происходить в результате метаболизма GSH двумя способами: 

благодаря γ-глутамилтрансферазной активности ферментов деградативного 

пути GSH и посредством ферментов синтеза GSH. 

Для того чтобы исследовать образование γ-EV ферментами 

деградативного пути, мы сконструировали штамм с инактивированным 

геном GSH1. Далее была проведена ферментация штамма gsh1Δ в условиях 

культивирования в среде SD с добавлением 1 г/л валина и лимитирующей и 
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нелимитирующей рост клеток концентрациями GSH, 2 мкМ и 200 мкМ, 

соответственно. Как видно из Рисунка 24, штамм с инактивированным геном 

GSH1 в условиях роста с добавлением валина и нелимитирующей 

концентрации GSH имел тот же уровень накопления γ-EV, что и исходный 

штамм (SOA4 при росте в SD с добавлением 1 г/л валина). В условиях 

культивирования штамма gsh1Δ в среде SD с валином и лимитирующей рост 

концентрацией GSH уровень накопления γ-EV составил 20% от накопления 

родительским штаммом. Этот результат подтверждает предположение о том, 

что в описанных условиях образование γ-EV происходит ферментами 

деградативного пути, и донором γ-глутамильной группы является GSH. 

 

 

Рисунок 24 – Влияние делеций DUG2 и ECM38 на синтез γ-EV в условиях 

блокировки синтеза GSH in vivo (К – gsh1Δ). За 100% взято образование  

γ-EV при культивировании WT в среде SD с добавлением 1 г/л валина. 

Приведены усредненные значения (доверительный интервал 95%) не менее 

3-х независимых определений 

 

Для того чтобы исследовать вклад ферментов деградативного пути, 

комплекса белков (Dug2-Dug3)2 и Ecm38, в синтез γ-EV из валина, мы ввели в 

штамм gsh1Δ следующие модификации: делеции генов ECM38 и DUG2 по 

отдельности, а также совместили делеции этих генов в одном штамме. Таким 

образом, были сконструированы штаммы gsh1Δ ecm38Δ, gsh1Δ dug2Δ и 
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gsh1Δ ecm38Δ dug2Δ. Ферментацию полученных штаммов проводили в 

условиях, описанных выше для штамма gsh1Δ. 

По результатам ферментации штаммов в среде SD с добавлением 

валина и лимитирующей и нелимитирующей концентрациями GSH  

(Рисунок 24) можно видеть, что накопление γ-EV значительно снижалось 

только в штамме gsh1Δ ecm38Δ dug2Δ. В штаммах с инактивированными 

генами ECM38 и DUG2 по отдельности уровень накопления γ-EV был как 

минимум не ниже, чем в исходном штамме.  

Таким образом, полученные данные указывают на то, что синтез γ-EV 

осуществляется и Ecm38, и комплексом (Dug2-Dug3)2. Кроме того, поскольку 

одиночные делеции ECM38 и DUG2 не влияли на уровень γ-EV, можно 

предположить, что при достижении определенной внутриклеточной 

концентрации дипептида, начинается его деградация. 

Для дополнительного доказательства того, что комплекс (Dug2-Dug3)2 

и Ecm38 используют именно GSH в качестве донора γ-глутамильного остатка 

при синтезе γ-EV, мы измерили концентрацию GSH в штаммах gsh1Δ,  

gsh1Δ ecm38Δ, gsh1Δ dug2Δ и gsh1Δ ecm38Δ dug2Δ. Исследуемые штаммы 

культивировались в среде SD с нелимитирующей концентрацией GSH  

(200 мкМ). Результаты ферментации приведены на Рисунке 25.  

 

 

Рисунок 25 – Изменение концентрации GSH в условиях 

блокировки синтеза GSH in vivo при инактивации генов ECM38 и DUG2 

(К – gsh1Δ). Приведены усредненные значения (доверительный интервал 

95%) не менее 3-х независимых определений  
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Можно видеть, что в штаммах, которые содержат одиночные делеции 

генов ECM38 и DUG2 концентрация GSH увеличилась в два раза по 

сравнению с исходным штаммом. В то же время в штамме, в котором 

инактивированы оба гена ECM38 и DUG2, концентрация GSH стала больше 

почти в 4 раза по сравнению с родительским штаммом, что указывает на 

наличие суммарного эффекта двух делеций. 

 Полученный результат подтверждает предположение о том, что GSH 

является донором γ-глутамильного остатка для синтеза γ-EV комплексом 

(Dug2-Dug3)2 и Ecm38 в условиях, когда GSH1 инактивирован.  

4.2.4.2. Образование γ-EV ферментами синтеза GSH  

 Для того чтобы исследовать возможность образования γ-EV под 

действием первого фермента синтеза GSH, Gsh1, был проведен следующий 

опыт. Мы инактивировали гены ECM38 и DUG2 в штамме дикого типа 

DAG29. Полученный штамм ecm38Δ dug2Δ культивировали в среде SD с 

добавлением 1г/л валина. По результатам ферментации (Рисунок 26) видно, 

что штамм ecm38Δ dug2Δ накапливал столько же γ-EV, сколько исходный 

штамм. Этот факт указывает на то, что при данном генотипе γ-EV образуется 

в результате соединения глутамата и валина, катализирумого ферментом 

Gsh1, так как выше было показано, что при инактивации генов ECM38, 

DUG2 и GSH1 накопление γ-EV отсутствует. Для дополнительного 

подтверждения того, что образование γ-EV осуществляется Gsh1 в случае, 

когда гены ECM38 и DUG2 инактивированы, мы заменили нативную 

регуляторную область гена GSH1 на конститутивный промотор гена ADH1. 

Увеличение экспрессии GSH1 было подтверждено ПЦР в реальном времени 

и измерением активности Gsh1 (Таблица 15). 
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              Таблица 15 – Изменение экспрессии GSH1 и активности Gsh1 

Штамм 
Относительная 

концентрация мРНК GSH1 

Относительная 

активность Gsh1 

WT 1 1 

PADH1-GSH1 11 ± 1 3.3 

 

 Ферментацию штамма PADH1-GSH1 ecm38Δ dug2Δ проводили в 

условиях, описанных выше для штамма ecm38Δ dug2Δ. Как видно из  

Рисунка 26, накопление γ-EV в штамме PADH1-GSH1 ecm38Δ dug2Δ в 8 раз 

выше по сравнению с родительским штаммом ecm38Δ dug2Δ. 

 

 

Рисунок 26 – Влияние инактивации генов ECM38, DUG2 и 

сверхэкспрессии GSH1 на образование γ-EV (К – WT). Приведены 

усредненные значения (доверительный интервал 95%) не менее 3-х 

независимых определений 

 

Таким образом, можно заключить, что синтез γ-EV способен проходить 

двумя путями. Во-первых, Gsh1 может соединять глутамат с валином с 

образованием γ-EV. Во-вторых, γ-EV может образовываться в результате 

активности ферментов деградации GSH, комплекса белков (Dug2-Dug3)2 

и/или Ecm38, которые способны перенести γ-глутамильный остаток GSH на 

валин.  

На Рисунке 27 представлена схема образования γ-EV ферментами 

метаболизма GSH при использовании валина в качестве предшественника.  
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Рисунок 27 – Схема образования γ-EV из валина ферментами 

метаболизма GSH 

 

4.3. Синтез γ-EVG при усилении экспрессии генов биосинтеза GSH  

Ранее мы показали возможность образования γ-EV ферментом Gsh1 

при культивировании штаммов в среде с валином. Также была 

продемонстрирована способность синтеза γ-EVG белком Gsh2 в процессе 

культивирования штаммов в среде с добавлением γ-EV. 

Для того чтобы исследовать эффективность образования γ-EVG 

ферментами биосинтеза GSH, мы проанализировали накопление γ-EVG при 

одновременной сверхэкспрессии генов GSH1 и GSH2. Для этой цели мы 

заменили промотор гена GSH2 на конститутивный промотор гена ADH1 в 

штамме PADH1-GSH1. Полученный штамм PADH1-GSH1 PADH1-GSH2 

культивировали в SD с добавлением валина и глицина, так как ранее было 

продемонстрировано, что присутствие глицина в среде увеличивает 

накопление γ-EVG (Рисунок 16).  

По результатам ферментации (Рисунок 28) можно заключить, что 

замена промотора GSH2 на регуляторную область гена ADH1 в штамме 

PADH1-GSH1 значительно изменила соотношения γ-EV и γ-EVG. 

Концентрация γ-EVG в штамме PADH1-GSH1 PADH1-GSH2 увеличилась почти в 

4 раза по сравнению с исходным штаммом. В то же время конверсия γ-EV в 

γ-EVG составила только 40%.  
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Рисунок 28 – Синтез γ-EVG при усиленной экспрессии генов синтеза 

GSH. Штаммы культивировались в среде SD с добавлением валина и 

глицина. Приведены усредненные значения (доверительный интервал 95%) 

не менее 3-х независимых определений 

 

Для того чтобы подтвердить, что конверсия γ-EV в γ-EVG 

лимитирована глутатионсинтазной активностью, мы интегрировали вторую 

копию GSH2 под контролем промотора гена ADH1 в локус PDC1 штамма 

PADH1-GSH1 PADH1-GSH2. Для накопления γ-EVG полученный штамм  

PADH1-GSH1 2xPADH1-GSH2 культивировали в условиях, описанных выше для 

PADH1-GSH1 и PADH1-GSH1 PADH1-GSH2. По результатам ферментации штамма 

PADH1-GSH1 2xPADH1-GSH2 (Рисунок 28) можно видеть, что концентрация  

γ-EVG увеличилась в 2 раза по сравнению PADH1-GSH1 PADH1-GSH2, что 

составило примерно 80% суммарной конверсии γ-EV в γ-EVG. Таким 

образом, для более полной конверсии γ-EV, образующегося в результате 

сверхэксперссии GSH1, в γ-EVG необходим более высокий уровень 

экспрессии GSH2. 

По-видимому, неполная конверсия даже при амплификации гена GSH2 

под конститутивным промотором, связана с тем, что белок Gsh2 имеет 

невысокую субстратную специфичность к γ-EV, что не противоречит 

литературным данным, согласно которым очищенная GS из почечной ткани 

крыс при измерении in vitro показала нулевую или слабую активность по 

отношению к большинству γ-глутамильных пептидов, кроме γ-глутамил- 

L-цистеина (102%), γ-глутамил-L-серина (77%) и γ-глутамил-L-аланина 
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(55%). За 100% была взята активность GS по отношению к γ-глутамил- 

L-α-аминобутирату (Oppenheimer et al, 1979).  

Таким образом, можно сделать два вывода. Во-первых, штамм  

PADH1-GSH1 2xPADH1-GSH2 способен более, чем в 40 раз эффективнее 

образовывать γ-EVG (накопление γ-EVG – 4 мкг л
-1

 ОП600
-1

, Рисунок 28), чем 

штамм дикого типа в тех же условиях (накопление γ-EVG – 0,2 мкг л
-1

 ОП600
-1

, 

Рисунок 16). Во-вторых, невысокую субстратную специфичность Gsh2 по 

отношению к γ-EV можно компенсировать путем его дальнейшей 

амплификации.  

4.4. Поиск импортера γ-EVG  

Для того чтобы исследовать способность γ-EVG транспортироваться 

внутрь клетки, мы провели ферментацию штамма SOA4 в среде SD с 

добавлением 100 мг/л γ-EVG. Как видно из Рисунка 29, штамм SOA4 

накапливал 13 мг л
-1

 ОП600
-1 

γ-EVG. В качестве главного претендента, 

способного к переносу γ-EVG внутрь клетки, исследовался известный 

транспортер олигопептидов и GSH Opt1 (также называемый Hgt1, или Gsh11).  

 

 

Рисунок 29 – Образование γ-EVG в условиях инактивации и 

конститутивной экспрессии гена HGT1(K – WT). Приведены усредненные 

значения (доверительный интервал 95%) не менее 3-х независимых 

определений 
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Для проверки предположения, что Hgt1 является транспортером γ-EVG 

внутрь клетки, мы изучили влияние сверхэкспрессии и инактивации гена 

HGT1 в условиях ферментации клеток с добавлением γ-EVG. Для этих целей 

в штамме дикого типа был удален ген HGT1 и полученный штамм hgt1∆ 

культивировался в среде SD с добавлением 100 мг/л γ-EVG. По результатам 

ферментации (Рисунок 29) видно, что накопление γ-EVG в штамме hgt1∆ 

снизилось более чем в 100 раз, что указывает на то, что Hgt1 является 

основным транспортером γ-EVG в клетку.  

Для дальнейшего подтверждения влияния HGT1 на уровень накопления 

γ-EVG мы обеспечили этот ген конститутивной экспрессией. Для этих целей 

в штамме SOA4 заменили промоторную область гена HGT1 на промотор гена 

ADH1, который является сильным и конститутивным. Полученный штамм 

PADH1-HGT1 культивировали способом, описанным выше для штамма hgt1∆. 

Как видно из Рисунка 29, замена промотора HGT1 на промотор ADH1 

увеличила накопление γ-EVG. 

Таким образом, из представленных данных видно, что за транспорт  

γ-EVG внутрь клетки отвечает HGT1, кодирующий импортер GSH и 

олигопептидов.  
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Выводы 

1. Создан генетический инструментарий для многократной «бесшовной» 

замены промоторов целевых генов S. cerevisiae. 

2. Продемонстрировано, что синтез γ-EV и γ-EVG осуществляется в 

клетках S. cerevisiae и за него отвечают гены синтеза и деградации 

глутатиона. 

3. Впервые получены данные, указывающие на то, что отщепляющий  

γ-глутамильную группу глутатиона комплекс (Dug2-Dug3)2, участвует 

в переносе γ-глутамильной группы на VG и валин.  

4. Впервые продемонстрировано, что ген DUG1, кодирующий пептидазу, 

специфичную к CG, отвечает за деградацию дипептида VG. 

5. Впервые продемонстрировано, что ген OPT1, кодирующий импортер 

олигопептидов и глутатиона, отвечает за транспорт γ-EVG внутрь 

клетки. 

6. Показано, что сверхэкспрессия генов синтеза глутатиона, GSH1 и GSH2, 

приводит к увеличению синтеза γ-EVG у S. cerevisiae.  
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Список сокращений 

γ-EV – γ-глутамил-валин 

γ-EVG – γ-глутамил-валил-глицин 

VG – валил-глицин 

GSH – восстановленный GSH 

GSSG – окисленный GSH  

hGSH – гомоGSH, или γ-глутамил-L-цистеинил-β-аланин 

ЭР – эндоплазматический ретикулум 

YPD – среда, содержащая дрожжевой экстракт, пептон и глюкозу 

SD – синтетическая среда с глюкозой  

SDP – синтетическая среда с глюкозой и пролином 

ВЭЖХ/МС/МС – высокоэффективная жидкостная хроматография, 

сопряженная с тандемной масс-спектрометрией  

LC-Q-TOF-MS/MS – квадраупольная, времяпролетная масс-спектрометрия, 

сопряженная с ВЭЖХ 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

т. п. н. – тысяч пар нуклеотидов 

п. н. – пар нуклеотидов 

ак. о. – аминокислотные остатки 

CaCR – кальций-чувствительный рецептор 

ARE – элемент, отвечающий на воздействие антиоксидантов 

EpRE – элемент, отвечающий на воздействие электрофилов 

MRE – элемент, отвечающий на воздействие металлов 

GS – глутатион синтаза 

GSL – γ-глутамил-цистеин лигаза 

GGT – γ-глутамилтрансфераза 

GGCT – γ-глутамилциклотрансфераза 

LAP – лейцил-аминопептидаза 

MDP – мембранная дипептидаза 
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GPI – гликозил-фосфотидил-инозитол 

BLAST – средство поиска основного локального выравнивания 

АТФ – аденозин-5'-трифосфат 

АДФ – аденозин-5'-дифосфат 

ФЕП – фосфоенолпируват 

ЭДТА – этилендиаминтетраацетат 

NADH – никотинамидадениндинуклеотид 

5-ФОК – 5-фторооротовая кислота 

ОП – оптическая плотность 

о.е. – оптические единицы 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D1%8B%D1%80%D0%B0%D0%B2%D0%BD%D0%B8%D0%B2%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%B5_%D0%BF%D0%BE%D1%81%D0%BB%D0%B5%D0%B4%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%B5%D0%B9
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